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Resumo

Hipertensdo pulmonar (HP) é caracterizada pelo aumento no ténus vascular pulmonar, que
acarreta na elevacdo da pressdo arterial pulmonar (PAP), insuficiéncia ventricular direita e morte.
O carvacrol (CRV) é um monoterpeno fendlico presente em algumas plantas aromaticas e
apresenta propriedades importantes como a atividade vasorelaxante, anti-inflamatoria,
antibacteriana e antitumoral. Diante disto, 0 objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos do carvacrol
no tratamento de ratos com HP induzida pela monocrotalina. Para o desenvolvimento deste
estudo, ratos Wistar receberam injecdo subcutanea com salina 0,9% (grupo controle - CTL) ou
monocrotalina (60 mg/Kg) para indugdo da HP. Os animais foram divididos nos seguintes grupos:
CTL; MCT; MCT+CRV 50mg/Kg; MCT+CRV 100mg/Kg; e MCT+SILD (sildenafila
50mg/Kg). Apos 24 horas, os ratos foram tratados diariamente por administracdo oral durante 28
dias. Os seguintes parametros foram avaliados: pressdo arterial pulmonar (PAP), razéo entre o
peso do ventriculo direito sobre o peso do ventriculo esquerdo e septo (indice de Fulton),
reatividade vascular, remodelamento vascular pulmonar e producdo de anions superdxido. A
afericdo da PAP mostrou que o grupo MCT (37 + 3 mmHg; n= 4) apresentou aumento na pressao
sistolica ventricular direita quando comparado ao grupo CTL (20 + 2 mmHg; n= 4). Os grupos
MCT+CRV 50mg/Kg (24 + 1 mmHg; n= 4) e MCT+SILD (21 + 4 mmHg; n= 4) atenuaram
significativamente a pressdo. Quanto ao indice da hipertrofia ventricular direita o grupo MCT
(0,38+ 0,02 g; n= 4) mostrou um aumento quando comparado ao grupo CTL (0,23 £ 0,04 g; n=
4). Os grupos MCT+CRV 50mg/Kg (0,26 £ 0,02g; n=4) e MCT+CRV 100mg/Kg (0,26 + 0,05¢;
n= 4) reduziram significativamente a hipertrofia ventricular direita. A andlise de reatividade
vascular mostrou que as contracOes frente fenilefrina (FEN), assim como, vasodilatagdo frente
acetilcolina (ACh) ou nitroprussiato de soédio (NPS) foram significativamente reduzidas (Emax =
66 + 5%; n= 6, Ema = 44 £ 8%; n=6, ou Emax= 78 + 3%; n= 8, respectivamente) no grupo MCT
quando comparado ao grupo CTL. Por outro lado, o tratamento com CRV (MCT+CRYV 50 mg/kg
ou MCT+CRYV 100 mg/kg) melhoraram significativamente as contracdes frente FEN (Ema = 98
+ 9%; n=6, ou Ema= 88 + 8%; n= 6, respectivamente) ou vasodilatacao frente ACh (Emsx= 75 £
8%; n= 7, ou Emax= 130 * 13%; n= 5, respectivamente). Contudo, altera¢des significativas ndo
foram observadas ao NPS, com exce¢do do grupo MCT+CRYV 50mg/kg (Emax= 90 £ 2%; n= 8),
gue demonstrou melhora a vasodilatacdo frente NPS. As analises histoldgicas da parede da artéria
pulmonar demonstraram que o grupo MCT (310 + 5,2 %; n= 5) apresentou espessamento da
parede do vaso, com aumento significativo de células musculares lisas quando comparados ao
grupo CTL (100 % 5,2 %; n= 5). Os grupos MCT+CRV 100mg/Kg (147 £+ 10,5 %; n=5) e
MCT+SILD (94 + 10,5 %; n= 5) atenuaram a proliferacdo de células musculares lisas. Quanto a
analise de estresse oxidativo nos tecidos das artérias pulmonares, foi observado que o grupo MCT
(216 + 22%; n= 5) apresentou elevada porcentagem de fluorescéncia, quando comparados ao
grupo CTL (100 £ 6%; n=5). Os grupos MCT+CRV 50mg/Kg (119 + 8%; n= 5); MCT+CRV
100mg/Kg (68 + 6%; n=5) e MCT+SILD (96 £ 7%; n= 5) atenuaram este estresse oxidativo.
Estes resultados demonstram que o modelo escolhido para inducdo da HP, a monocrotalina, é
eficaz ao levar as alteracGes estruturais e funcionais da artéria pulmonar, gerando alteraces
fisiol6gicas semelhantes ao que ocorre em humanos, ademais, o carvacrol mostrou ser uma
substancia promissora para o tratamento da HP visto que, atenua a pressdo arterial pulmonar,
hipertrofia ventricular direita, remodelamento vascular pulmonar, melhora a disfungéo endotelial,
e reduz o estresse oxidativo.

Palavras-chave: Hipertensdo pulmonar; monocrotalina; carvacrol.
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Pulmonary hypertension (PH) is characterized by an increase in pulmonary vascular tone, which
leads to elevated pulmonary artery pressure, right ventricular failure and death. The carvacrol
(CRV) is a phenolic monoterpene present in some aromatic plants, and its contain important
properties such as vasorelaxant, anti-inflammatory, antibacterial and anti-tumor activity. The aim
of this study was to evaluate the effects of carvacrol in treatment monocrotaline (MCT)-induced
PH in rats. For the development of this study, male Wistar rats were injected subcutaneously with
saline 0,9% (control group - CTL) or monocrotaline (60mg/Kg) to develop PH. They were divided
into the following groups: CTL; MCT; MCT+CRV 50mg/Kg; MCT+CRV 100mg/Kg; and
MCT+SILD (sildenafil 50mg/Kg). 24 hours later, rats were treated daily with oral administration
for 28 days. The following parameters were evaluated: pulmonary artery pressure (PAP), right
ventricular weight to left ventricular plus septum weight ratio (Fulton index), vascular reactivity,
pulmonary vascular remodeling and production of superoxide anions.The measurement of PAP
showed that the MCT group (37 £ 3 mmHg; n= 4) presented increased right ventricular systolic
pressure, compared to the CTL group (20 + 2 mmHg; n= 4). The MCT+CRYV 50mg/Kg (24 £ 1
mmHg; n=4) and MCT+SILD (21 £ 4 mmHg; n= 4) groups significantly attenuated the pressure.
Regarding to index of right ventricular hypertrophy the MCT group (0,38+ 0,02 g; n= 4) showed
an elevated compared to the CTL group (0,23 + 0,04 g; n=4). The MCT+CRYV 50mg/Kg (0,26
0,02g; n=4) and MCT+CRV 100mg/Kg (0,26 + 0,05g; n= 4) groups significantly reduced the
right ventricular hypertrophy. The vascular reactivity analysis showed that the contractions to
phenylephrine (Phe) as well as vasodilation to acetylcholine (ACh) or sodium nitroprusside (SNP)
were significantly reduced (Emax= 66 + 5%; n= 6, Emax = 44 £ 8%; n= 6, or Emax= 78 £ 3%; n=8,
respectively) in the MCT group compared to CTL group. On the other hand, treatment with CRV
(MCT+CRV 50 mg/kg or MCT+CRV 100 mg/kg) significantly improved contractions to Phe
(Emax=98 = 9%; n= 6, or Emax= 88 + 8%; n= 6, respectively) or vasodilations to ACh (Ema= 75 £
8%; n=7, or Emax= 130 £ 13%; n= 5, respectively). Nevertheless, no significant alterations were
observed to SNP, excepting that vasodilation was improved in the MCT+CRV 50mg/kg group
(Emax = 90 £ 2%; n= 8). Histological analysis of the pulmonary artery wall showed that the MCT
(310 + 5,2 %; n=5) group presented thickening of the vessel wall, with a significant increase of
smooth muscle cells when compared to the CTL (100 + 5,2 %; n=5) group. The MCT+CRV
100mg/Kg (147 + 10,5 %; n= 5) and MCT+SILD (94 + 10,5 %; n= 5) groups attenuated the
proliferation of smooth muscle cells. Regarding the analysis of oxidative stress in the tissues of
the pulmonary arteries, it was observed that the MCT group (216 £ 22%; n= 5) presented a high
percentage of fluorescence when compared to the CTL group (100 + 6%; n=5). The MCT+CRV
50mg/Kg (119 £ 8%; n=5); MCT+CRYV 100mg/Kg (68 + 6%; n=5) and MCT+SILD (96 £ 7%;
n=5) groups attenuated the oxidative stress. These results demonstrate that the model chosen for
the induction of PH, monocrotaline, is effective in bringing the structural and functional
alterations of the pulmonary artery, generating physiological alterations similar to that occurring
in humans. In addition, the carvacrol has been shown to be a promising substance for the treatment
of PH, since it attenuates pulmonary arterial pressure, right ventricular hypertrophy, pulmonary
vascular remodeling, improves endothelial dysfunction, and reduces tissue oxidative stress.

Keywords: Pulmonary hypertension; monocrotaline; carvacrol.
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1. Introducéo
1.1 Consideracdes sobre Fisiologia Cardiovascular e Pulmonar

O sistema cardiovascular é constituido pelo coracdo, o qual atua como bomba
propulsora para direcionar o fluxo sanguineo; artérias e veias com suas respectivas
ramificacdes; e 0 sangue. Este sistema tem a capacidade de transportar oxigénio (O2) dos
pulmdes para os tecidos, além do transporte de nutrientes, vitaminas, horménios e células
do sistema imunolégico (DEVIHA et al., 2013; BERNE & LEVY, 2009).

O sistema circulatério recolhe os residuos metabélicos e diéxido de carbono (CO2) e 0s
transporta para os rins e pulmdes, respectivamente, onde serdo excretados. Participa da
manutengdo da homeostasia (VALENTI et al., 2007), estando envolvido no controle das
concentracdes internas de substancias dissolvidas e regulacdo da temperatura corporal;
além de proteger o corpo contra a perda de fluidos por meio de ajustes locais no volume
sanguineo (AIRES, 2012).

O coracdo esté localizado ventralmente no centro da cavidade toracica entre os pulmdes,
seu apice é posicionado sobre o diafragma, voltado para baixo e para o lado esquerdo do
corpo, enguanto que a base esta atras do 0sso esterno. Ele é revestido por um saco
membranoso resistente denominado como pericardio, dentro deste pericardio contém o
liquido pericardico claro, que tem a funcdo de lubrificar e proteger contra o atrito a
superficie externa do coracédo; alem disso o coracéo também é constituido pelo miocéardio,
que é o musculo cardiaco responsavel por promover a contracdo e consequentemente a
ejecdo do sangue para as artérias; 0 miocardio é revestido por finas camadas de epitélio e
tecido conjuntivo (SILVERTHORN, 2017).

O coracdo apresenta duas camaras divididas pelo septo interventricular impedindo a
mistura do sangue nos dois lados do coracdo. O lado esquerdo apresenta o atrio esquerdo
e ventriculo esquerdo, que correspondem a circulacdo sistémica, também chamada de
circulacdo periférica, ou grande circulacdo, enquanto que o lado direito possui o atrio
direito e ventriculo direito, que correspondem a circulacdo pulmonar. Ambos os atrios
sdo conhecidos como fracas bombas de escova e propelem o sangue para o interior dos
ventriculos, estes, por sua vez, fornecem o bombeamento principal, j& que, apds sua
contracdo havera a distribuicdo do sangue para os pulmdes (ventriculo direito) e por todo
corpo (ventriculo esquerdo) (GUYTON & HALL, 2011).

Nas duas camaras do coracdo ha valvas que sdo responsaveis por impedir a volta do
sangue apds a contracdo, garantindo portanto, um fluxo unidirecional. As valvas presentes
entre os atrios e ventriculos sdo chamadas de valvas atrioventriculares, que sdo formadas
por folhetos finos e unidos a um anel de tecido conjuntivo, estes folhetos por sua vez,
possuem maior espessura ao se aproximarem das bordas e se ligam aos ventriculos através
das cordas tendineas (tenddes colagenosos). Ha também os muasculos papilares que
promovem estabilidade para as cordas tendineas. Quanto as valvas presentes entre 0s
ventriculos e artérias, estas sdo denominadas de valvas semilunares aortica (porcao
esquerda do coracdo) e pulmonar (porcdo direita do coracdo), ambas possuem trés
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folhetos e devido ao seu formato (semelhante a lua na fase crescente) ndo necessitam de
cordas tendineas (SILVERTHORN, 2017).

O ventriculo direito, distingue-se do ventriculo esquerdo nos ambitos embrioldgico
(ventriculo esquerdo origina-se no campo cardiaco primario enquanto que o direito tem
origem no secundario) estrutural e funcional (FRIEDBERG & REDINGTON, 2014;
VISWANATHAN et al., 2018). Sua parede é delgada na forma de meia-lua, ao contrério
do ventriculo esquerdo que é circular/elipsoidal, além de menor massa muscular. As
valvas atrioventriculares direita e esquerda também sdo diferentes; a valva do lado direito
possui trés folhetos chamada de trictspide; ja a valva do lado esquerdo possui apenas dois
folhetos, chamada de bicuspide ou mitral (SILVERTHORN, 2017). O miocardio do
ventriculo esquerdo possui paredes lisas grossas e trabéculas finas; o ventriculo direito
apresenta o oposto, paredes finas e fortemente trabeculadas (FRIEDBERG &
REDINGTON, 2014).

O ritmo cardiaco, que faz com que o coracdo continua e organizadamente contraia
(sistole) e relaxe (diastole) ocorre por meio da propagacdo de potenciais de agdo pelo
musculo cardiaco (GUYTON & HALL, 2011). O impulso elétrico é gerado no nodo
sinusal (também chamado de nodo sinoatrial), que propaga-se para os atrios. Ao chegar
no nodo atrioventricular, ocorre uma reducéo da velocidade de propagacgéo, ou seja, um
retardo fisiolégico na conducdo do impulso elétrico, para que os atrios possam ejetar
totalmente o sangue que ira para os ventriculos, antes que ocorra a sistole ventricular. Ao
passar pelo nodo atrioventricular e atingir o feixe atrioventricular (feixe de His), o
impulso elétrico propaga-se rapidamente através das fibras de Purkinje, que por sua vez,
distribuem a corrente elétrica para o miocardio ventricular (THALER, 1997).

E importante ressaltar sobre as caracteristicas dos leitos vasculares presentes na
circulacdo, as artérias (aorta e pulmonar) transportam o sangue sob elevada pressao (cada
uma com pressdes de acordo com sua capacidade), consequentemente possui paredes
vasculares fortes constituidas principalmente por fibras de elastina, fibras de colageno e
musculo liso para suportar a elevada pressdo; as arteriolas possuem menor diametro e
servem como condutos de controle na passagem do sangue pelos capilares, logo, tem a
capacidade de contrair e relaxar o vaso alterando o fluxo sanguineo nos tecidos de acordo
com a necessidade, tendo em vista este fator, as arteriolas possuem maior quantidade de
musculo liso. Na circulacdo pulmonar é notdrio que as artérias e arteriolas possuem
camada muscular lisa descontinua além de membrana elastica interna simples, logo, elas
sdo mais semelhantes as vénulas do que as artérias da circulacdo sistémica (AIRES,
2012).

Os capilares apresentam diametro ainda menor, e possuem apenas camada endotelial
além de pequenos poros, isto é devido a sua fungédo pois os capilares permitem a passagem
de nutrientes, horménios, eletrolitos e outras substancias do sangue para o liquido
intersticial. Ha também as vénulas que sdo coletoras de sangue, as quais gradualmente se
tornam maiores, sendo denominadas de veias que levam o sangue de volta para o coracao.
As vénulas, além da camada endotelial, possuem pequena quantidade de elastina,
musculo liso e fibras de colageno; ja as veias apresentam as mesmas caracteristicas s6
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que em maior quantidade. Vale lembrar que a pressdo € elevada nas artérias e diminui
proporcionalmente até chegarem nas veias (Figura 1) (AIRES, 2012; GUYTON &
HALL, 2011).

Figura 1: Representacdo ilustrativa da pressdo sanguinea nos diferentes leitos vasculares da circulagéo
sistémica e pulmonar (GUYTON & HALL, 2011).
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ApOs a passagem, entre 0s capilares para os tecidos, de nutrientes assim como de Oz e
outros gases, a concentracdo de O, presente nestes capilares diminui, como visualizado
na figura 2, representado pela cor azul, posteriormente, o sangue com baixa concentragdo
de oxigénio, segue dos capilares para vénulas e depois para as veias, onde estas se unem
e formam as veias cavas superior e inferior que desembocam no atrio direito, em seguida
este sangue é direcionado para o ventriculo direito, que por meio da sistole ventricular é
ejetado para a artéria pulmonar, onde este fluxo sanguineo seguird para os pulmdes, ou
seja, as ramificacOes das artérias trafegam com os bronquios para as zonas respiratorias,
até que nos capilares ha a formacdo de densas redes em torno dos alvéolos, o que
proporciona a difusdo, logo, havera o aumento da concentracdo de oxigénio no sangue,
representado pela cor vermelha na figura 2.

A posteriori, 0 sangue, por meio das veias pulmonares desembocam para o atrio
esquerdo que logo em seguida passam pela valvula atrioventricular, e ventriculo
esquerdo. Com a sistole ventricular, o sangue ejetado, com elevada concentracdo de Og,
flui pela aorta e segue sendo distribuido por todo o corpo (SILVERTHORN, 2017
BERNE & LEVY, 2009; GUYTON & HALL, 2011). A circulacdo pulmonar tem a
funcgdo de troca dos gases O2 e CO, com a atmosfera (GREYSON, 2010; AIRES, 2012),
gue tem como consequéncia elevar a concentracdo de oxigénio no sangue, para que este
seja distribuido, atraves da circulacao sistémica, para todos os tecidos.

Esta troca gasosa se da com as diferencgas da pressdo parcial de oxigénio e gas carbdnico
(Poz€ Pco, respectivamente) entre os alveolos e 0 sangue venoso sistémico. A priori temos
que a Po; alveolar normal é de aproximadamente 100mmHg, enquanto que no sangue
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venoso sistémico é de 40mmHg. Os gases individuais migram de regibes de pressao
parcial mais alta para regides de pressdo parcial mais baixa, consequentemente, o O
move-se dos alvéolos (que apresenta alta pressdo parcial) para os capilares pulmonares
(que apresenta baixa presséo parcial) (SILVERTHORN, 2017) (Figura 3).

A difuséo atinge seu equilibrio, e a Po, do sangue arterial que sai dos pulmdes iguala-
se a dos alvéolos como visto na figura 3. Como discutido anteriormente, o sangue chega
ao atrio esquerdo e posteriormente é ejetado para aorta por meio da sistole ventricular,
onde alcanca os capilares teciduais. As células requerem de forma constante o O, logo a
pressao intracelular é de aproximadamente 40mmHg, tendo vista este fato, o Oz se
difunde para as células, visto que a pressdo parcial € menor. Novamente ocorre um
equilibrio entre as pressdes parciais e 0 sangue venoso continua o fluxo com Poz de
40mmHg, o qual é levado novamente para o lado direito do coracdo para que alcance 0s
pulmdes para haver um novo aporte de Oz (SILVERTHORN, 2017; SILVERTHORN,
2010) (Figura 3).

A difusdo com o CO2 ocorre na mesma forma que de Oz, sendo que de forma inversa,
a Pco2 € maior nos tecidos (46mmHg) devido a sua producdo durante metabolismo; do
que nos alvéolos 40mmHg, logo, havera a saida do CO- das células para os vasos, fazendo
com que a difusdo atinja o equilibrio, consequentemente 0 sangue venoso atinge a mesma
Pco2 que os tecidos (46mmHg), posteriormente, este sangue flui para o lado direito do
coracao e ao chegar nos alvéolos, ocorre a saida de parte deste CO., igualando novamente
as pressoes parciais (Figura 3). O sangue flui por meio das veias pulmonares e alcangam
o lado esquerdo do coracdo, onde serdo ejetados para a aorta e distribuidos por todo o
corpo até chegarem aos tecidos, 0s quais apresentam uma alta Pco, repetindo o ciclo
(SILVERTHORN, 2017; SILVERTHORN, 2010) (Figura 3).

A circulacdo pulmonar, possui baixa pressdo, sendo a sistolica aproximadamente
25mmHg e a diastélica 8mmHg, ao contrario da circulacdo sistémica que apresenta
pressdo sistolica de 120mmHg e diastolica de 80mmHg, ademais a circulagdo pulmonar
possui baixa resisténcia e alta complacéncia ao ventriculo direito, o que vai de acordo
com as necessidades dos pulmdes, pois, como ja demonstrado anteriormente, expde 0
sangue presente nos capilares pulmonares ao O, (GUYTON & HALL, 2011).
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Figura 2: Representacdo ilustrativa do sistema circulatorio. O sistema circulatorio é composto pelo
coragdo, vasos sanguineos, e sangue; € um compartimento fechado onde as artérias transportam o sangue
para os tecidos e as veias conduzem o sangue de volta para o coragdo (SILVERTHORN, 2017).
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A regulacdo da circulagdo pulmonar ocorre por meio da deteccdo de oxigénio, o qual
seu mecanismo pode estar relacionado com canais de potassio sensiveis a voltagem ou ao
calcio, prostaglandinas, catecolaminas, endotelina, NO, ou ainda espécies reativas de
oxigénio, mas, ainda ndo esta totalmente claro (GREYSON, 2010; SOMMER et al.,
2008), ademais as fosdiesterases (PDES) estdo presentes na artéria pulmonar para regular
o tonus vascular pulmonar (RABE et al., 1994). Os vasos pulmonares sdo inervados por
fibras nervosas simpaticas, parassimpaticas, e fibras sensoriais. Os neurénios simpaticos,
mediados pela noradrenalina via o-adrenoreceptores, aumentam a resisténcia vascular
pulmonar e diminuem a complacéncia; em contrapartida, os neurénios parassimpaticos
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desencadeiam o vasorelaxamento por meio via da colinérgica. O NO e VIP, os quais sao
produzidos pelos ax6nios perivasculares, também favorecem o vasorelaxamento
(KUMMER, 2011). As fibras sensoriais podem desencadear tanto um vasorelaxamento,
quanto vasoconstricdo. Os microvasos pulmonares séo inervados pelas fibras sensoriais
C, que liberam em seus terminais nervosos a substancia P, que atua como um
vasoconstritor, e o peptideo relacionado com o gene da calcitonina (CGRP), que é um
vasodilatador pulmonar (LO et al., 2018).

Figura 3: Representagdo ilustrativa das diferencas de pressdes parciais de O, e CO, no sistema
circulatdrio sistémico e pulmonar. A Poz € maior nos alvéolos do que no sangue venoso sistémico;
enquanto que a Pco2 € menor nos alvéolos e maior no sangue venoso sistémico (SILVERTHORN, 2017 -
adaptado).
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1.2 Hipertensdo Pulmonar

A hipertensdo pulmonar (HP) é uma doenca cronica, progressiva e rara, a qual é
caracterizada pelo aumento no ténus vasoconstritor, trombose in situ, e formacgdes de
lesbes plexiformes (producdo exacerbada e desordenada de células musculares lisas e
endoteliais), o que acarreta na elevacdo da presséo arterial pulmonar média (maior ou
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igual a 25mmHg) que culmina na elevacéo da pressdo no ventriculo direito, ocasionando
insuficiéncia ventricular direita e morte (MONTANI et al., 2013; RANCHOUX et al.,
2016; ALENCAR et al., 2013; TABIMA et al., 2012; HAMBLY et al., 2016; MONTANI
et al., 2014; GALLE et al., 2016).

Esta doenca pode ter causa idiopatica (ALIOTTA et al., 2017) ou estar associada a
outras condig¢Bes clinicas como a cardiopatia congénita, infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana, ingestdo de drogas anorexigenas, esclerodermia,
predisposicdo hereditaria (KOLETTIS et al., 2007; LAJOIE et al., 2017), anemia cronica,
esquistossomose, e também pode ser advinda através da hipertensao pulmonar persistente
de recém-nascidos ou hipertensdo arterial pulmonar secundaria a uma doenca veno-
oclusiva e/ou hemangimatose capilar pulmonar (LAI et al., 2014).

No final dos anos 60 houve uma epidemia na Austria, Alemanha e Suica onde o0s
primeiros casos de HP foram constatados, estes casos foram em detrimento da
administracdo do aminorex fumarato, uma droga anorexigena (JARDIM & WAETGE.,
2018; PEACOCK, 2011). Posteriormente, em 1973 na Genebra, Suica ocorreu o primeiro
simposio internacional sobre HP organizado pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
que reuniu clinicos, patologistas, epidemiologistas e outros profissionais em busca para
melhor compreensdo desta patologia, consequentemente foi proposto um registro
internacional em HP, onde o primeiro caso publicado, neste registro, foi em 1991
(JARDIM & WAETGE., 2018) que proporcionou conhecimento sobre as caracteristicas
hemodinamicas da doenca e sua associacdo com a sobrevida dos pacientes (D> ALONZO
et al., 1991).

Anteriormente a HP era dividida de forma simples, como HP primaria (sem causas
aparentes para o individuo ser acometido da doenca) e HP secundaria (ocasionada em
consequéncia de alteracdes cardiacas e/ou pulmonares) (SIMONNEAU et al., 2004; DA
SILVA et al., 2017; JARDIM & WAETGE., 2018). O segundo simpoésio, em 1998 na
cidade de Evian, Franca prop0s a primeira tabela de classificacdo da HP para que médicos
e pesquisadores pudessem delinear mais adequadamente suas pesquisas e tratamento.

A tabela consistia em cinco grupos que sdo: hipertensao arterial pulmonar; hipertensdo
pulmonar venosa; hipertensdo pulmonar associada a enfermidades do sistema respiratdrio
ou hipoxia; hipertensdo pulmonar causada por doenca trombotica ou embolica cronica; e
hipertensdo pulmonar causada por doencas que afetam diretamente 0s vasos pulmonares.
No ano de 2003, em Veneza, Italia houve o terceiro simposio onde foram feitas pequenas
modificacdes na tabela criada no segundo simpdsio, todavia, mantiveram a classificacdo
contendo 0s cinco grupos e também atualizaram os fatores de risco (SIMONNEAU et al.,
2004; PEACOCK., 2011). A classificacdo é feita com base nas semelhancas dos
mecanismos fisiopatoldgicos, quadros clinicos e também abordagens terapéuticas
(ROMANO, 2010; ARAUJO, 2010).

O quarto simpdsio que ocorreu em 2008 na cidade Dana Point, Califérnia (MONTANI
et al, 2013), houve modificagbes de nomenclatura como por exemplo, o termo
hipertensdo arterial pulmonar familiar foi alterado para hipertensdo arterial pulmonar
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hereditaria (MINISTERIO DA SAUDE, 2014); ja o quinto simpésio, em Nice, Franca
em 2013 evidenciou as adaptacdes que ocorrem com o ventriculo direito em consequéncia
da HP (JARDIM & WAETGE, 2018).

Recentemente, no primeiro semestre de 2018, tambem em Nice, Franga ocorreu o sexto
simpdsio, entre 0s objetivos propostos pelo simpdsio havia revisar 0s principais avangos
na ciéncia vascular pulmonar nos ultimos 5 anos; analisar as evidéncias em diferentes
areas bésicas e clinicas; discutir os documentos apresentados entre os participantes; e
elaborar artigos revisados para serem incluidos no simpdsio (6™ WORLD SYMPOSIUM
ON PULMONARY HYPERTENSION). O ventriculo direito continuou sendo
enfatizado, todavia, lesdes plexiformes e lesdes venosas e venulares também foram
pontos chaves nas discussdes (GALIE et al., 2018).

De forma geral, ha que a cada 1 milh&o de pessoas ha 15 individuos acometidos com a
HP (SUEN et al., 2016; RICH & RICH, 2014; GALIE et al., 2018; JUNIOR et al., 2014),
mas sugere-se que possa haver um indice maior, como por exemplo nos EUA, ja que
aproximadamente 14 milhGes de pessoas apresentam doenca pulmonar obstrutiva cronica,
que pode desencadear a HP (JUNIOR, 2014).

No Brasil, ha poucos registros sobre a HP, LAPA et al. (2006) realizaram uma pesquisa
em dois centros de referéncia em So Paulo para o tratamento de HP. Os dados obtidos
mostraram que 50% dos pacientes apresentaram HP idiopatica, 30% associada a
esquistossomose, 10% dos pacientes apresentaram HP relacionada a doenca do tecido
conectivo, 33% para hipertensdo portopulmonar e 4% associada a drogas anorexigenas.

A idade também foi avaliada, mostrando que individuos portadores de HP idiopatica
possuem em média 42 anos de idade; associada a esquistossomose, 40 anos; doenca no
tecido conjuntivo, 50 anos; 48 anos para hipertensao portopulmonar; e associada a drogas
anorexigenas, 33 anos (LAPA et al., 2006). MACHADO et al. (2009) realizaram uma
investigacdo sobre a HP no ambulatério de referéncia na Bahia, onde foi observado que
50% eram provenientes de causa idiopatica, 20% esquistossomose, 17% cardiopatia
congénita, 11% tromboembolismo pulmonar e 2% foi classificado como “outros” a qual
inseriu colagenose e hipertensdo portopulmonar.

Quanto a prevaléncia dados internacionais mostram que 78.7% dos casos nos EUA
ocorre em mulheres, enquanto que os homens, tem percentual de aproximadamente
63.1%. Na Franca o percentual foi de 78.8% para mulheres e 65.3% para 0s homens
(FROST et al., 2011). Este fato se deve possivelmente pelos horménios sexuais
femininos, como o estrdégeno e seus metabolitos que podem influenciar a fisiopatologia
da HP, todavia, os mecanismos para seu desenvolvimento através dos hormonios ainda
permanecem desconhecidos (MAIR et al., 2014; TOFOVIC et al., 2010; WHITE et al.,
2011). Sem tratamento, pacientes acometidos pela HP tem como expectativa de vida em
média 3 anos em detrimento da insuficiéncia ventricular direita (PEACOCK., 2011,
McGOON & KANE, 2009; FALLAH, 2015).

Os sinais e sintomas desta patologia sdo inespecificos e muitas vezes sd aparecem
quando a doenga ja estd avancada. Entre os sintomas estdo a dispneia, fadiga, exaustéo e
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sincope, sendo este ultimo visto principalmente apds esforco fisico. Na descompensagdo
cardiaca as pressdes do enchimento cardiaco direito aumentam, com a tipica triade de
congestdo venosa cervical, ascite e edema (HOEPER et al., 2017).

A HP esté relacionada a disfungdo endotelial, cardiaca e pulmonar. Nos pulmdes ocorre
fibrose, reducéo da perfusio e aumento do tamanho dos alvéolos pulmonares (JUNIOR
et al., 2010). Quanto ao endotélio, este, € uma camada Unica de células que reveste todos
0S Vasos sanguineos e o coragdo, ademais, possui grande importancia para a homeostasia
vascular pois promove o controle da passagem de pequenas e grandes moléculas,
dilatacdo e contracdo local, mantem a estrutura da parede vascular e fluidez do sangue
por meio da regulacdo da trombose, fibrindlise e agregacao plaquetaria, além de promover
formacdo de novos vasos sanguineos (DWORAKOWSKI et al., 2008), logo, um
desequilibrio em sua funcédo, conhecido como disfuncéo endotelial, tem importante papel
para a patogénese da HP (ABDELAZIZ et al., 2015).

Este desequilibrio é proveniente do aumento ou diminuigdo na producdo de fatores
vasoconstritores, como a endotelina, angiotensina Il e prostaglandinas; e fatores
vasodilatadores derivados do endotélio, como por exemplo prostaciclinas e fator
hiperpolarizante do endotélio (CARVALHO et al., 2001; MONTANI et al., 2014), além
da diminuicdo da producdo do oxido nitrico (NO) e aumento da sintese de espécies
reativas de oxigénio (ROS), gerando um estresse oxidativo (CARVALHO et al., 2001).

Esta disfuncdo endotelial esta intrinsecamente relacionada com o remodelamento
vascular, ou seja, o dano causado na estrutura do vaso, que é outra importante
caracteristica da HP. De forma geral temos que nas artérias pulmonares ocorre lesdo na
camada intima, espessamento medial e remodelamento da camada adventicia. Na camada
intima o dano nas células endoteliais e sua apoptose, a qual pode estar relacionada com a
diminuicdo do receptor de proteina morfogenética dssea tipo 2 (BMPR2), que tem sido a
principal causa da HP hereditaria (MINISTERIO DA SAUDE, 2014; PEACOCK, 2011),
gera 0 aumento da liberacdo de fatores paracrinos que atuam como fatores de crescimento
que induzem a proliferacdo e migracdo das celulas musculares lisas ou quimiocinas, que
consequentemente recrutam células circulantes inflamatorias (Figura 4), as citocinas pro-
inflamatorias presentes na HP sdo a IL-1, IL-6 e TNF-o. (ALENCAR et al., 2013).

Além disso, as células endoteliais podem se transformar em miofibroblastos que geram
constricdo de longa duracdo. O espessamento da camada medial esta fortemente
relacionado com o dano causado nas células endoteliais, pois como mencionado
anteriormente, corrobora para a proliferacdo das células musculares lisas, que estas por
sua vez, apresentam hipertrofia e hiperplasia caracterizando o espessamento medial;
ademais a diminui¢do da atividade do BMPR2 também leva ao espessamento medial
assim como ao estreitamento arteriolar (YANG et al., 2013).

As células progenitoras endoteliais (CPEs) também estdo relacionadas ao
desenvolvimento da HP (Figura 4). As CPEs sdo células mononucleares especificas (PAN
et al., 2015), que podem ser encontradas na medula 6ssea, sangue periférico e sangue do
corddo umbilical (ZHOU et., 2017). Em condigdes fisiologicas, estas células séo liberadas
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da medula éssea e migram para onde ha o dano tecidual, promovendo o reparo. Sua
liberacdo na medula dssea é regulada por fatores de crescimento, ligantes, enzimas e
receptores de superficie (HRISTQV et al., 2003).

N&o obstante, dados experimentais, como o trabalho de ALIOTTA et al. (2017),
mostraram que ao injetar CPEs isoladas de ratos induzidos & HP, em ratos saudaveis, estes
animais passaram a apresentar caracteristicas da HP. Ademais as analises de
quantificacdo demonstraram que as CPEs foram encontradas em baixos niveis.
TOSHNER et al. (2009) utilizaram amostras de pacientes com HP idiopatica, hereditaria
e relacionada a doencas congénitas do coracdo. Foi visto que as CPEs estavam presentes
nos trés tipos de HP estudadas, principalmente nas lesdes plexiformes, e também, foi
observado que estas células estavam com sua capacidade prejudicada para exercer suas
funcbes normais.

Outro fator importante no desenvolvimento da HP é o0 aumento da pressao luminal que
consequentemente culmina em uma hipertrofia adaptativa do masculo vascular, que
também corrobora para o espessamento medial; na camada adventicia ocorre a
proliferacdo de fibroblastos (YANG et al., 2013) (Figura 4). Logo, vemos que a HP
apresenta mudancas celular e estrutural nas paredes das artérias pulmonares que
culminam na disfuncéo endotelial e remodelamento vascular (ABDELAZIZ et al., 2015).

Figura 4: Alterac6es nas camadas intima, média e adventicia da artéria pulmonar.A. Imagem
representativa do vaso pulmonar e suas respectivas camadas (intima, média e adventicia). B. Com a lesdo
endotelial as células endoteliais produzem e liberam fatores paracrinos, os quais atuam como fatores de
crescimento para induzir a proliferacdo e migracdo das células musculares lisas. C. Em estagio avancado
as células endoteliais e musculares lisas apresentam resisténcia apoptotica, alterando a estrutura do vaso,
conhecido como remodelamento vascular pulmonar. As células musculares lisas além de hiperplasia
também sofrem hipertrofia corroborando para o remodelamento e estreitamento da area luminal. Na
camada adventicia ocorre aumento acentuado de fibroblastos (YANG et al., 2013 - adaptado).
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Com o aumento da pos-carga em detrimento da elevacdo da pressdo e resisténcia
vascular pulmonar, inicialmente ocorrem mudancas adaptativas no ventriculo direito para
manter o débito cardiaco (SUTENDRA & MICHELAKIS, 2014; CALLOU & RAMOS,
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2009), fazendo com que haja um aumento na espessura da parede, consequentemente
melhora a contratilidade cardiaca, ademais, as funcGes sistolica e diastolica sdo
preservadas (NOORDEGRAAF et al., 2013) (Figura 5 A e B). Todavia, ao contrario da
hipertrofia ventricular esquerda, que gera a hipertensdo sistémica, 0 mecanismo
compensatorio do ventriculo direito € menor (SUTENDRA & MICHELAKIS, 2014).

Consequentemente, o continuo estreitamento das artérias pulmonares, assim como o
aumento da pos-carga faz com que estas mudancas se transformem em remodelamento
mal adaptativo, pois o ventriculo direito continua a dilatar-se, tendo insuficiente
angiogénese, inflamacéo excessiva e fibrose, gerando disfuncéo estrutural e funcional
cardiaca (HUR & SUGENG, 2019). Sob estresse mecéanico, 0s miécitos aumentam a
duracdo do potencial de acdo e consequente contratilidade (NOORDEGRAAF et al.,
2013). Estes fatores culminam na hipertrofia ventricular direita (Figura 5 C), dessa forma,
o ventriculo direito que em condi¢cBes normais, apresenta anatomicamente, formato de
meia-lua, muda sua conformacéo por um formato mais arredondado (VISWANATHAN
et al., 2018).

Figura 5: Esquema ilustrativo do desenvolvimento da hipertrofia ventricular direita e culminante
insuficiéncia ventricular direita. A. O estreitamento dos vasos pulmonares acarreta no aumento da pos-
carga ventricular direita. B. O ventriculo direito se adapta através do aumento da contratilidade muscular
e espessamento da parede. C. Continuo espessamento da parede, ocasiona a hipertrofia cardiaca,
subsequentemente insuficiéncia ventricular direita e morte (NOORDEGRAAF et al., 2017 - adaptado).

Na tentativa de impedir a progressao da doenca varias substancias foram desenvolvidas,
como os diuréticos, ja que a insuficiéncia cardiaca direita ocasiona retencdo de liquido,
congestdo hepatica, ascite e edema periférico (MONTANI et al., 2013); os prostandides
como o0 epoprostenol, trepopostenil; antagonistas dos receptores de endotelina
(bosentano), e os inibidores de fosfodiesterase tipo 5, que sdo o sildenafila e tadalafila
(MONTANI et al., 2014), todavia estes tratamentos para HP, em sua maioria, tém alto
custo e sdo baseados em vasodilatadores que apenas aliviam os sintomas, mas nao levam
a cura (VARSHNEY et al., 2016) além dos efeitos adversos que causam.

Em busca de melhor compreenséo da fisiopatologia da HP, tem sido utilizado modelos
experimentais induzidos a hipertensdo através da super expressdo do transportador de
serotonina (5-HT) (SHIMODA & LAURIE, 2013) hipoxia crénica (SUEN et al., 2016;
ZHOU et al., 2017; NISHIKAWA et al., 2018) e monocrotalina (ZHAO et al., 2005;
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LOON et al., 2015; MIRSKY et al., 2011; MORRELL et al., 2013; PAN et al., 2015).
Neste trabalho utilizamos a monocrotalina como modelo experimental para indugdo da
HP.

1.3 Monocrotalina

Plantas da familia Leguminosae (Fabaceae) pertencentes ao género Crotalaria
apresentam alcaloides pirrolizidinicos, 0s quais sdo as principais toxinas que causam
sérios danos em humanos e animais (JUNIOR et al., 2010; PITANGA et al., 2012),
incluindo a HP e hipertrofia ventricular direita (HUXTABLE, 1990).

As espécies do género Crotalaria estdo presentes nas zonas tropicais e subtropicais,
sendo facilmente encontradas em pastos e plantagcdes, e consequentemente considerada
uma planta invasora (PITANGA et al., 2012). No Brasil, h4 aproximadamente 40
espécies, sendo a Crotalaria globifera, Crotalaria retusa, Crotalaria spectabilis,
Crotalaria crispata e Crotalaria dura as mais conhecidas. Popularmente as plantas do
género Crotalaria sao chamadas de “xique-xique”, “chocalho de cascavel” ou “guizo de
cascavel” (JUNIOR et al., 2010) devido aos seus frutos, pois quando estdo secos geram
som semelhante ao chocalho de cobra quando tocados (BOGHOSSIAN et al., 2007).

Dentre os alcaloides pirrolizidinicos esta a monocrotalina, toxina que tem sido utilizada
para a indugcdo da HP, em modelos experimentais, devido a sua semelhanca com a
fisiopatologia em humanos, pois gera remodelamento vascular, proliferacdo das células
musculares lisas da artéria pulmonar, disfuncdo endotelial, estresse oxidativo, infiltracdo
leucocitaria, aumento no numero de citocinas inflamatorias (CSISZAR et al., 2009), e
reducdo da eNOS (LUDKE et al., 2010), podendo levar a morte em torno de 4 a 6 semanas
apos administracdo, quando ndo tratado (VARSHNEY et al, 2016), ademais, a
monocrotalina € um método simples e de baixo custo (POLONIO et al., 2014). Vale
salientar que a monocrotalina pode ser administrada via subcutanea (MAM et al., 2010;
KASS et al., 2012) ou intraperitoneal (ZAPATA-SUDO et al., 2012; ALENCAR et al.,
2012), e cerca de 8 a 16 horas ap0s a administracdo, é possivel ser observado infiltrado
inflamatério mononuclear na camada adventicia de artérias e veias (POLONIO et al.,
2012).

Registros na literatura cientifica mostram os efeitos da intoxicacao pela monocrotalina
em diversos animais (DE SOUZA et al.,, 1997). Em equinos, foi observado que a
intoxicacdo pela monocrotalina causou les6es pulmonares como alveolite fibrosante
difusa com espessamento dos septos alveolares e infiltrado inflamatorio intersticial
formado por macrofagos (LUCENA et al., 2010). Estas alteracbes pulmonares vao de
acordo com o trabalho de BOGHOSSIAN et al. (2007), que realizaram andlise cientifica
utilizando bovinos como modelos experimentais. Eles utilizaram sementes moidas de
Crotalaria mucronata em diferentes dosagens para avaliar a toxicidade. As dosagens de
59/Kg, 7,59/Kg e 10g/Kg desencadearam efeitos tdxicos nos animais, principalmente
lesbes pulmonares, acarretando espessamento das paredes pulmonares através da
proliferagdo de células mesenquimais e fibrose instersticial, infiltrado mononuclear e
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eosintfilos, também foi visualizado espessamento das arteriolas pulmonares, diminuindo
a sua area luminal.

A monocrotalina apresenta em sua estrutura molecular uma molécula de nitrogénio no
anel heterociclico (Figura 6), ademais € um alcaloide que possui efeitos pneumotdxicos,
nefrotoxicos, carcinogénicos, cardiotoxicos, inflamagdo, fetotdxicos, hemorragia e
fibrose (BARRETO et al., 2006). Seu efeito pneumotéxico foi publicado pela primeira
vez em 1942 (HARRIS et al., 1942). O mecanismo de acdo da monocrotalina ndo esta
totalmente esclarecido, seu efeito € decorrente da oxidacdo no figado (SHIMODA &
LAURIE, 2013) através do citocromo P450, gerando portanto, o seu metabdlico tdxico,
dehidromonocrotalina (DHM) que interfere na sintese de DNA e proteinas (JUNIOR et
al., 2010).

Figura 6: Estrutura molecular da monocrotalina (JUNIOR et al., 2010).
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Nos pulmdes a monocrotalina gera edema e congestdo pulmonar com éareas no
parénquima, o que culmina em lesdo intersticial e arteriolar pulmonar, hemorragia,
fibrose e inflamac&o (JUNIOR et al., 2010), além de proliferacdo exacerbada de células
musculares lisas e endoteliais ocasionando no remodelamento da artéria pulmonar, o que
consequentemente leva ao aumento da pressdo arterial pulmonar (VARSHNEY et al.,
2016).

Nos rins ocorre glomerulonefrite, danos tubulares, necrose e vacuolizacdo de
hepatocitos; também foi observado que a monocrotalina pode atravessar a barreira
hematoencefalica. A analise de astrdcitos corticais de ratos evidenciou uma alteracéo na
morfologia e crescimento celular, mostrando que a resposta astrocitaria pode estar
relacionada aos danos causados no sistema nervoso central (SNC) (BARRETO et al.,
2006).

XIAO et al. (2017) observaram que a monocrotalina tem a capacidade de se ligar aos
receptores sensiveis de calcio extracelular pois estes receptores, assim como 0S
aminodcidos de cisteina, histidina e triptofano, contém em sua forma estrutural a
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disponibilidade para a ligagdo da monocrotalina. O receptor sensivel ao célcio
extracelular, especificamente, se torna um meio para a sinalizacdo e consequente
mobilizacdo de calcio das células endoteliais, 0 que corrobora para a injuria endotelial e
disfuncdo da vasculatura pulmonar, levando portanto a HP.

Outrossim, um dos pontos principais de atuacdo na monocrotalina é a inducdo da
hipertrofia ventricular direita, 0 que é decorrente do aumento da pés-carga no ventriculo
direito, que consequentemente gera uma dilatacdo e insuficiéncia cardiaca. O coracao
apresenta uma reducdo da Ca** ATPase do reticulo sarcoplasmatico, prolongando o
potencial de acdo e alteracdo nos tubulos transversos; na hipertrofia ventricular a
propagacao dos canais Ca%* ocorrem lentamente, favorecendo a contratilidade miocardica
(KOGLER et al., 2003; MIURA et al., 2011).

1.4 Carvacrol

Oleos essenciais s&o conceituados como complexas misturas de substancias volateis, de
baixo peso molecular e geralmente lipofilicas, como os hidrocarbonetos, aldeidos,
cetonas, alcoois e monoterpenos (BASTOS et al., 2010; MENEZES et al., 2010). Eles
podem ser encontrados em folhas, raizes, sementes, cascas e frutas. De forma geral, na
temperatura ambiente possuem aparéncia oleosa, além de terem aroma intenso e podem
ser incolores ou amarelados. Os monoterpenos sdo reconhecidos por serem 0s principais
constituintes dos 6leos essenciais (GRABMANN, 2006).

Os monoterpenos apresentam em sua estrutura duas unidades de isopreno, estes fazem
parte de uma das classes dos terpendides, 0s quais sdo caracterizados por apresentarem
isopreno como unidade basica. A classificacdo dos terpenos € de acordo com o0 nimero
de isoprenos presentes em sua estrutura, sendo portanto, denominados como
hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos e
politerpenos (PADUCH et al., 2007). Dados na literatura cientifica demonstram que 0s
monoterpenos possuem atividade antimicrobiana (GARCIA et al., 2008); hipotensora,
vasorelaxante (BASTOS et al., 2010) e anticancerigena (CARNESECCHIA et al., 2004).

O carvacrol (Figura 7) é um monoterpeno fendlico, o qual tem como nomenclatura 5-
isopropil-2-metilfenol (LIMA et al., 2012), que pode ser extraido de plantas aromaticas,
como por exemplo das espécies Origanum e Thymus (OZER et al., 2017; SUNTRES et
al., 2014; CARVALHO et al., 2003) conhecidas popularmente como orégano e tomilho
respectivamente. Apresenta formula molecular CeH140 e 150.22g/mol de peso molecular
(ALMEIDA, 2015), possui coloracdo amarelo escuro (SIGMA ALDRICH, 2006) e é
pouco soltvel em agua, 0.11gL* (SAMARGHANDIAN et al., 2015).
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Figura 7: Estrutura molecular do carvacrol (HORVATHOVA et al., 2007).
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Este monoterpeno fendlico apresenta propriedades de grande relevancia para a industria
farmacéutica, tais como, ansiolitico, antitumoral, antibacteriano (SUNTRES et al., 2014),
anti-inflamatorio (ARIGESAVAN & SUDHANDIRAN, 2015; GUIMARAES et al.,
2012), antioxidante (SEN et al., 2014) e vasorelaxante (PEIXOTO — NEVES et al., 2009).
Ademais, o carvacrol estd relacionado aos canais TRP (canais Potencial Receptor
Transiente).

TRPs sdo canais que promovem a passagem de cargas positivas para o interior da célula,
podendo ocasionar ou ndo em um disparo de potencial de acdo, eles podem ser divididos
em seis familias que sdo: candnicos (TRPC), vaniloide (TRPV), melastatina (TRPM),
Ankyrin (TRPA), mucolipina (TRPML) e policistina (TRPP) (EARLEY & BRAYDEN,
2015).

Estes canais podem ser estimulados através do estresse de cisalhamento, forca
mecanica, pressdo, produtos inflamatdrios e estresse oxidativo. No sistema cardiovascular
0s canais TRPs sdo expressos em diferentes tipos celulares e tem grande importancia na
regulacdo das funcdes celulares, como a proliferacdo, contracdo, relaxamento,
diferenciacdo e morte celular (YUE et al., 2015). Entretanto, estes canais também estédo
presentes em processos patoldgicos (YU et al., 2004).

O carvacrol é considerado um ativador dos canais TRPV3 e TRPAL (KUMAMOTO &
FUJITA, 2016; EARLY et al., 2009; EARLY et al., 2010) que promovem uma
vasodilatacdo, e inibidor em mamiferos, dos canais TRPM7, que em contrapartida
favorecem a vasoconstricdo (PARNAS et al., 2006). Os canais TRPM7 estdo associados
ao desenvolvimento e proliferacdo celular, no ambito patoldgico estes canais estdo
envolvidos no desenvolvimento de células cancerigenas, CHEN et al. (2015), mostraram
que o carvacrol ao inibir estes canais impediu a proliferacdo, migracdo e invasdo de
células de glioblastoma.

ZHANG et al. (2015) demonstraram em seu trabalho que o carvacrol atenua o
remodelamento vascular pulmonar e a hipertrofia ventricular direita, de ratos induzidos a
HP por meio da hipoxia, devido a sua acdo apoptotica nas células musculares lisas. O
carvacrol foi administrado via intraperitoneal, uma vez ao dia, durante 9 dias. Foram
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analisadas trés dosagens que foram, 25mg/kg, 50mg/Kg e 100mg/Kg, onde apenas as
concentragdes de 50mg/Kg e 100mg/Kg demonstraram efeito.

Tendo em vista as propriedades que o carvacrol possui, assim como as caracteristicas
da fisiopatologia da HP, esta substancia foi escolhida para o desenvolvimento do trabalho,
0 qual tem como hip6tese que o carvacrol reduz a hipertensdo pulmonar e atenua a
disfungéo endotelial, de ratos com HP induzidos por monocrotalina.
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2. Justificativa

A hipertensdo pulmonar é considerada uma doenca rara, grave, progressiva e possui
mal prognostico, o que acarreta em uma sobrevida de aproximadamente trés anos quando
ndo tratado (PEACOCK, 2011; McGOON & KANE, 2009; FALLAH, 2015). No Brasil,
50% dos casos € de origem idiopatica e aproximadamente 30% associada a
esquistossomose, todavia, acredita-se que a porcentagem de individuos com HP
associados a esquistossomose seja maior, tendo em vista que ha aproximadamente 8 a 10
milhdes de individuos parasitados (MINISTERIO DA SAUDE, 2014; LAPA et al.,
2006). Consequentemente, é de suma importancia compreender a fisiopatologia desta
doenca para buscar promover medicamentos que sejam eficazes a longo prazo e que
possam melhorar a qualidade de vida.

Desta forma, ao buscar uma substancia promissora, que possua importantes
propriedades como vasorelaxante (PEIXOTO-NEVES et al., 2009), antioxidante (SEM
et al, 2014) e anti-inflamatéria (ARIGESAVAN & SUDHANDIRAN, 2015),
propriedades estas que vao de acordo com o que é procurado para o tratamento da HP, o
carvacrol foi escolhido para ser nossa substancia teste. Este trabalho é de grande
importancia para a comunidade cientifica pois ampliard ndo apenas o conhecimento da
fisiopatologia da HP, mas também proporcionara maiores informacdes sobre o carvacrol,
substancia a qual tem demonstrado resultados promissores em outras patologias.
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3. Objetivos

Objetivo Geral

e Avaliar os efeitos do carvacrol no tratamento da hipertensao pulmonar no modelo
experimental induzido pela monocrotalina.

Obijetivos Especificos

e Evidenciar os efeitos do carvacrol sobre a pressao arterial pulmonar e hipertrofia
ventricular direita de ratos com hipertensdo pulmonar induzida por
monocrotalina;

e Avaliar o efeito do carvacrol frente aos agentes vasoativos acetilcolina,
nitroprussiato de sddio e fenilefrina em anéis de artéria pulmonar de ratos com
hipertensdo pulmonar induzida por monocrotalina;

e Avaliar o efeito do carvacrol sobre o remodelamento vascular pulmonar e estresse
oxidativo em anéis de artéria pulmonar de ratos com hipertensdo pulmonar
induzida por monocrotalina.



Materiails e Metodos
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4. Materiais e Métodos

4.1 Experimentos em Animais

Foram utilizados ratos Wistar com 12 semanas de idade, com peso entre 250 a 350g
fornecidos pela Unidade de Produgéo Animal do IPeFarM da Universidade Federal da
Paraiba. Os animais permaneceram em gaiolas sob condic¢6es controladas de umidade,
temperatura, ciclo claro-escuro de 12 horas e tendo livre acesso a agua.

Apos o periodo de adaptacdo os animais foram separados aleatoriamente em 5 grupos
(Figura 8), denominados da seguinte forma:

Grupo controle normotenso (CTL);

Grupo controle com HP (MCT);

Hipertensos tratados com 50mg/Kg de carvacrol (MCT + CRV 50mg/Kg);
Hipertensos tratados com 100mg/kg de carvacrol (MCT + CRV 100mg/Kg);
Hipertensos tratados com 50 mg/kg de sildenafila (MCT + SILD).

akrwpNE

O primeiro grupo (grupo controle I) recebeu em Unica injecdo subcutéanea salina 0,9%
(2mL/Kg), apos 24h este grupo também recebeu salina via oral durante 28 dias. Os quatro
grupos restantes foram induzidos a HP através de Unica injecdo subcutanea de
monocrotalina (60 mg/Kg).

Apo0s 24h iniciou-se o tratamento com a mesma duracao que o grupo 1, 28 dias, via oral
por meio de sonda intragastrica com volume padronizado de 5 mL/Kg para todos os
grupos, tendo o grupo MCT, salina para a gavagem, 0s grupos 3 e 4 com diferentes
dosagens do carvacrol (50mg/Kg e 100 mg/Kg respectivamente) e o grupo 5 tratado com
50 mg/Kg de sildenafila, substancia utilizada como controle positivo, ja que a sildenafila
é uma das formas de tratamento para HP em humanos (MINISTERIO DA SAUDE,
2014). Todos os animais foram pesados no inicio e término do tratamento. Os
experimentos desenvolvidos neste trabalho foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) com certiddo n° 1253040418 (ID 000266).
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Figura 8: Esquema representativo do tratamento dos animais e seus respectivos grupos.
Fonte: Autora do presente trabalho.
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4.2 Substancias

Substéncia teste

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) (Figura 7) foi obtido através da Sigma-Aldrich
Brasil LTDA (Séao Paulo — Brasil), o qual foi solubilizado em cremofor e posteriormente
diluido em solugéo salina para ser administrado nos animais por via oral. Tendo em vista
os resultados obtidos de experimentos anteriores realizados no laboratério, € importante
salientar que o cremofor, veiculo utilizado para solubilizacdo da solucdo ndo promove
efeitos que interfiram nas analises presentes neste trabalho.

Substéncias e Meios Utilizados

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas as seguintes substancias: cloridrato
de acetilcolina, cloridrato de L(-) fenilefrina, nitroprussiato de sodio, monocrotalina
(crotalina) e citrato de sildenafila; todos obtidos da Sigma-Aldrich Brasil LTDA (S&o
Paulo — Brasil). A monocrotalina foi diluida em HCI 1M e posteriormente ajustado o pH
para 7.4 por meio de NaOH 1M (BUENO-BETI et al., 2018).

Solucdes Nutritivas

Para o preparo do Krebs-Henseleit foram utilizados os seguintes sais: cloreto de sodio
(NaCl), bicarbonato de sddio (NaHCO3), cloreto de potassio (KCI), sulfato de magnésio
(MgSO0s4), fosfato monopotassico (KH2PO4), glicose (CsH120s) € cloreto de calcio (CaCly)
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(Tabela 1). Para o preparo do Krebs 80mM de KCI foi realizado uma substituicdo
equimolar do Na* e K" para o ajuste isosmético da solucdo (Tabela 1). Todas as
substancias foram obtidas da VETEC (Rio de Janeiro — Brasil).

Tabela 1: Composicdo da solucdo de Krebs-Henseleit e Krebs-Henseleit com 80mM de KCI.

Krebs-Henseleit Krebs-Henseleit 80mM

de KCI
Sais Concentragdo (mM) Concentragdo (mM)
NaCl 118,4 43,1
NaHCOs3 25 25
KCI 4,7 80
MgSOs 1,2 1,2
KH2PO, 1,2 1,2
CeH1206 11,1 11,1
CaCl 2,5 2,5

Fonte: RODAT-DESPOIX et al., 2007

Para o preparo da solucdo tampdo fosfato (PBS) foram utilizados cloreto de sodio
(NaCl), fosfato de sodio monobasico (NaH2POs) e fosfato de sddio dibasico (Na2HPO,)
(Tabela 2).

Tabela 2: Composicédo da solucédo de PBS.

Componentes Concentracdo (mM)
NaCl 161,0
NaH2PO4 1,8
Na:HPO4 15,8

4.3 Andlise do Efeito do Carvacrol na Reducéo da Hipertensdo Pulmonar

Afericdo da Pressdo Arterial Pulmonar em Ratos Anestesiados

Apos os 28 dias de tratamento com o0s animais, estes foram submetidos a uma cirurgia
para andlise da pressdo arterial pulmonar (PAP), através da medida da pressdo sistolica
ventricular direita. Os ratos foram anestesiados para a realizacédo da tricotomia do térax e
intubacdo via endotraqueal para ventilagdo mecanica (SCHERMULY et al., 2004). Em
seguida o coracdo foi exposto via toracotomia mediana transesternal para a insercédo de
um cateter PE-50, conectado ao transdutor de pressdo pré-calibrado, no ventriculo direito
para afericdo da medida (KAMEZAKI et al., 2008). Nesta analise também foi aferida a
pressao diastolica ventricular direita e frequéncia cardiaca. As varia¢Ges de pressao foram
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registradas utilizando o sistema de aquisicdo de dados PowerLab ADInstruments e
analisados pelo programa LabChart Reader.

4.4 Analise do Indice de Hipertrofia Ventricular Direita

Com os animais eutanasiados, foram retirados o coragdo e pulmdes, os quais foram
colocados em placa de petri contendo solucdo gelada de Krebs-Hesenleit para haver a
limpeza dos 6rgdos. A priori foram retirados os atrios, logo em seguida o ventriculo
direito foi separado do ventriculo esquerdo junto com o septo, 0s quais foram suavemente
secos com gaze e levados para a balanca analitica para realizar a pesagem
individualmente. O indice de hipertrofia ventricular direita foi realizado atraves da razéo
entre o peso do ventriculo direito e o ventriculo esquerdo + septo (VD/VE+S) (ZEINEH
et al., 2014; ALENCAR et al., 2013).

4.5 Avaliacéo do Efeito do Carvacrol na Prevencdo da Disfuncdo Endotelial na
Hipertensdo Pulmonar

Reatividade Vascular

Para verificar o efeito vasorelaxante do carvacrol foi utilizado a anélise de reatividade
vascular através do banho para 6rgaos isolados. Nesta analise os ramos extrapulmonares
das artérias foram isolados e dissecados de todo tecido perivascular e colocados em placa
de petri contendo solucdo gelada de Krebs-Henseleit gaseificado com mistura de 5% de
CO2 e 95% de Oa.

Posteriormente as artérias pulmonares foram seccionadas em 1-2mm de comprimento,
e imersas em cubas para banho de 6rgaos isolados contendo 10mL de solucdo de Krebs-
Henseleit em temperatura de 37°C, pH 7,4 e gaseificada de modo constante com mistura
carbogénica de 5% de COz e 95% de O, sendo acopladas ao transdutor de forca. Os anéis
de artéria pulmonar foram submetidos a uma tensdo constante de 1g (CHRISTOU et al.,
2012) para estabilizacdo durante 60 minutos, o qual neste periodo houve a troca da
solucdo de Krebs-Henseleit em intervalos de 15 minutos para evitar a interferéncia de
metabolitos indesejaveis (ALTURA & ALTURA, 1970).

Apos a estabilizacdo os anéis foram estimulados com solucao despolarizante de potassio
(KCI80mM) para analisar a viabilidade do tecido, posteriormente, as cubas foram lavadas
com solucdo de Krebs-Henseleit até os anéis das artérias pulmonares voltarem a sua
tensdo basal, 1g. Com a tensdo estabelecida, as artérias foram contraidas com
concentracio submaxima de fenilefrina (10°M) para a realizacio da curva com
concentragdes cumulativas e crescentes (10° — 10° M) de acetilcolina (ACh) com
objetivo de avaliar a disfuncdo endotelial (Figura 9) (ALENCAR et al., 2013).
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Figura 9: Representacdo esquematica curva concentracdo resposta de acetilcolina
Fonte: Autora do presente trabalho
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Apos a curva de concentracdo-efeito de ACh, as cubas foram lavadas com solugédo de
Krebs-Henseleit, posteriormente as artérias foram induzidas a contracdo por meio da
curva concentragdo-resposta (101° — 10° M) frente fenilefrina (FEN) (Figura 10).

Figura 10: Representacdo esquematica da curva concentracdo-resposta de fenilefrina.
Fonte: Autora do presente trabalho.
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Logo apds, as cubas foram novamente lavadas para a volta da tensdo basal e
estabilizacdo, posteriormente, os anéis foram submetidos a remocdo mecénica do
endotélio e subsequentemente contraidos com a concentra¢do subméxima de FEN para a
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realizacdo da curva concentracdo-efeito de nitroprussiato de sodio (NPS) (10°° —10° M),
0 qual € um doador de NO independente de endotélio, e avaliar o vasorelaxamento e
disfuncdo vascular (Figura 11).

Figura 11: Representacdo esquematica da curva concentracdo-resposta de nitroprussiato de sodio.
Fonte: Autora do presente trabalho.
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4.6 Andlise Histoldgica dos Anéis de Artéria Pulmonar

Apos a limpeza das artérias extrapulmonares, estas foram cortadas em anéis de 2-3mm
de comprimento e inseridas no meio de inclusdo para amostras frescas, Tissue Tek
Compound (OCT), congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas em
temperatura de -80°C.

Para a realizacdo da analise, as sec¢des do tecido foram feitas a -20°C no criostato
(Cryostat Leica, Nussloc, Alemanha) com espessura de 14 um, posteriormente as laminas
com os cortes de artéria pulmonar foram inseridas em cubas para coloracdo de laminas e
hidratadas em alcool com concentracdes decrescentes, desde alcool absoluto a alcool
70%.

Logo apds, as laminas foram lavadas em &gua corrente para a remoc¢do do excesso de
alcool e em seguida foram coradas com hematoxilina, passaram por novo processo de
lavagem em agua corrente e em seguida coradas com eosina. Posteriormente, as laminas
foram submersas em alcool 90% e alcool 95%, e levadas a estufa. Para montagem das
laminas foi utilizado xilol para melhor observacdo do material, sequido de balsamo do
Canada para selagem das laminas, retirando o excesso deste produto, para acabamento e
finalizacdo do preparo das laminas (VIEIRA, 2008).

As fotografias digitais foram capturadas pela cdmera Moticam 5.0 MP acoplada a um
microscopio Optico. As imagens foram calibradas no programa MOTIC PLUS em
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definicbes especificas conforme as objetivas utilizadas com aumento de 4x, 10x ou 40x.
O parédmetro considerado para andlise estatistica foi a espessura da parede das artérias
pulmonares.

4.7 Anéalises Moleculares

Espécies Reativas de Oxigénio

Para a avaliacdo da producdo de anions superéxido nos anéis de artéria pulmonar, foi
utilizado a sonda DHE (di-hidroetidio), a qual tem como caracteristica difundir-se de
forma passiva para o interior da célula e alta reatividade. No interior da célula o DHE é
oxidado pelo anion superoxido, formando seu produto intermediario, 2-OHEt" (2-
hidroxietidio), onde este se intercala com o DNA emitindo uma fluorescéncia vermelha
com excitacdo maxima de 500nm e emissdo de 580nm (WOJTALA et al., 2014).

Para a realizacdo das analises as artérias extrapulmonares foram cortadas em anéis de
2-3mm de comprimento e adicionadas em meio de incluséo para amostras frescas, Tissue
Tek Compound (OCT), congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas no -80°C. As
seccOes do tecido foram realizadas a -20°C em criostato (Cryostat Leica, Nussloc,
Alemanha) com espessura de 14 um.

As laminas com os segmentos das artérias foram lavadas com solucgéo salina tamponada
(PBS) e posteriormente foram incubadas com 10uM de DHE durante 30min. a 37°C em
camera Umida, ao abrigo de luz (WOJTALA et al., 2014; GROBE et al., 2006). Logo
apos, estes cortes foram lavados com PBS para retirar o excesso do DHE e levadas de
imediato para o microscépio de fluorescéncia (NIKON Eclipse Ti-E, NIKON, Japdo). A
fluorescéncia obtida nos grupos foi determinada pela seguinte equagao: A% Fluorescéncia
= (tratado — controle) x 100/controle.

4.8 Analises Estatisticas

Os dados das analises foram expressos como média, mais ou menos o erro padréo da
média. Na andlise das curvas concentracdo-efeito foram utilizados os valores de Emax
calculados a partir da regressdo ndo linear das respostas obtidas.

Foram escolhidos o teste “T Student” (ndo pareado) para a comparacdo entre dois
grupos e analise de variancia ANOVA “one way” com pds-teste Tukey para comparagao
entre mais de dois grupos. Dados considerados significativos foram com p<0,05. As
analises de todos os procedimentos foram calculadas pelo programa estatistico Graph Pad
Prism versdo 6.0®.
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5. Resultados

5.1 Efeito do Carvacrol Sobre a Pressao Arterial Pulmonar e Frequéncia Cardiaca

Nas andlises para avaliar o efeito do carvacrol sobre a pressdo arterial pulmonar (PAP),
foram observadas a pressdo sistlica ventricular direita (PSVD) e pressdo diastélica
ventricular direita (PDVD).

Foi observado na aferi¢cdo da PSVD que os animais do grupo MCT (37 £ 3 mmHg, n=
4) tiveram aumento significativo na pressdo em comparagéo ao grupo controle (CTL) (20
+ 2 mmHg, n=4) (Grafico 1). Os animais hipertensos tratados com CRV 50mg/Kg (24 +
1 mmHg, n= 4) e SILD (21 + 4 mmHg, n= 4) reduziram significativamente a pressao
quando comparados ao grupo MCT, em contrapartida, os animais hipertensos tratados
com CRV 100mg/Kg (29 £ 2 mmHg, n= 4) ndo obtiveram diferenca quando comparado
ao grupo MCT (Gréfico 1).

Na afericdo da PDVD ndo houve diferenca significativa entre os grupos (CTL=10+1
mmHg, n=4; MCT =8 £ 2 mmHg, n=4; MCT + CRV 50 mg/Kg = 9 + 1 mmHg, n=4;
MCT + CRV 100 mg/Kg =9 + 1 mmHg, n=4 mg/Kg; MCT + SILD =10 + 1 mmHg, n=
4) (Gréfico 2), consequentemente, podemos observar que 0s animais induzidos a HP pela
monocrotalina apresentam alteracdes significativas apenas na PSVD. A frequéncia
cardiaca também foi avaliada, onde foi visto que nos animais hipertensos tratados com
SILD (127 + 8 bpm, n= 4), houve uma diminuicdo da frequéncia cardiaca quando
comparados ao grupo MCT (176 + 6 bpm, n= 4); os outros grupos ndo apresentaram
diferenca significativa (CTL= 121 + 26 bmp, n=4; MCT + CRV 50 mg/Kg = 162 + 29
bpm, n=4; MCT + CRV 100 mg/Kg = 173 + 19 bpm, n= 4) (Gréfico 3).

Gréfico 1: Representacdo grafica da pressdo sistdlica ventricular direita de ratos com HP induzidos por
monocrotalina. Grupos: CTL (controle normotenso, n=4); MCT (controle com HP, n=4); MCT + CRV
50mg/Kg (hipertensos tratados com 50mg/Kg de carvacrol, n=4); MCT + CRV 100mg/Kg (hipertensos
tratados com 100mg/Kg de carvacrol, n=4) e MCT + SILD (hipertensos tratados com 50mg/Kg de
sildenafila, n=4). Os dados estdo representados como média + erro padrdo da média. Foram analisados
utilizando o teste T student, p<0,05 * vs CTL; # vs MCT.
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Gréfico 2: Representacdo grafica da pressdo diastélica ventricular direita de ratos com HP induzidos por
monocrotalina. Grupos: CTL (controle normotenso, n=4); MCT (controle com HP, n=4); MCT + CRV
50mg/Kg (hipertensos tratados com 50mg/Kg de carvacrol, n= 4); MCT + CRV 100mg/Kg (hipertensos
tratados com 100mg/Kg de carvacrol, n=4) e MCT + SILD (hipertensos tratados com 50mg/Kg de
sildenafila, n=4). Os dados estao representados como média * erro padrdo da média. Foram analisados
utilizando o teste T student, p<0,05. Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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Gréfico 3: Representacéo grafica da frequéncia cardiaca de ratos com HP induzidos por monocrotalina.
Grupos: CTL (controle normotenso, n= 4); MCT (controle com HP, n=4); MCT + CRV 50mg/Kg
(hipertensos tratados com 50mg/Kg de carvacrol, n=4); MCT + CRV 100mg/Kg (hipertensos tratados
com 100mg/Kg de carvacrol, n=4) e MCT + SILD (hipertensos tratados com 50mg/Kg de sildenafila, n=
4). Os dados estdo representados como média + erro padrdo da média. Foram analisados utilizando o teste
T student, p<0,05 # vs MCT.
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5.2 Efeito do Carvacrol sobre a Hipertrofia Ventricular Direita

Apos a afericdo da PAP os animais foram eutanasiados para efetuar a remocdo dos
orgéos, dentre eles o coracdo, o qual o peso individual dos ventriculos direito e esquerdo
+ septo, foram utilizados para avaliagéo da hipertrofia ventricular direita (HVD).

Nesta analise os animais hipertensos (MCT) apresentaram elevacdo significativa na
hipertrofia ventricular direita (0,38 + 0,02 g, n=4) quando comparados ao grupo CTL
(0,23 £ 0,04 g, n=4) (Grafico 4). Todos os animais hipertensos tratados reduziram a HVD,
sendo que os grupos MCT + CRV 50mg/Kg (0,26 + 0,02 g, n=4) e MCT + CRV
100mg/Kg (0,26 + 0,05 g, n=4) obtiveram maior reducdo quando comparados ao grupo
MCT + SILD (0,34 + 0,003g, n=4) (Gréfico 4).

Graéfico 4: Representacdo grafica da hipertrofia ventricular direita de ratos com HP induzidos por
monocrotalina. Grupos: CTL (controle normotenso, n=4); MCT (controle com HP, n=4); MCT + CRV
50mg/Kg (hipertensos tratados com 50mg/Kg de carvacrol, n=4); MCT + CRV 100mg/Kg (hipertensos

tratados com 100mg/Kg de carvacrol, n=4) e MCT + SILD (hipertensos tratados com 50mg/Kg de
sildenafila, n=4). Os dados estao representados como média * erro padrdo da média. Foram analisados
utilizando o teste T student, p<0,05 * vs CTL; # vs MCT; + vs Animais tratados.

0.4- . :
# CTL
— mm MCT
S 0.3 " #
P mm MCT + CRV 50 mglkg
> 0.2 mm MCT + CRV 100 ma/kg
> s MCT + SILD
£ 01
0.0-
N A > > <
& & &S X
R
& & °
& x¢
A
& &

5.3 Analise do Peso Corporal dos Modelos Experimentais

Quanto ao peso corporal, os dados foram obtidos a partir das pesagens realizadas no
inicio (1.T) e final do tratamento (F.T). Foi observado que os animais de todos os grupos
ndo apresentaram reducdo de peso corporal. N&do houve diferenga significativa entre o
inicio e final do tratamento, respectivamente, nos grupos MCT (306 + 16g, n = 4; 353 +
129, n =4); MCT + CRV 50 mg/Kg (280 + 11g, n=4; 309 £ 7g, n=4) e MCT + CRV
100 mg/Kg (358 £ 13g, n=4; 387¢g + 22, n=4), como observado no gréafico 5. Os animais



52

pertencentes aos grupos CTL (292 + 14g, n=4; 355 + 169, n=4) e MCT + SILD (318 +
39, n=4; 343 £ 79, n=4) tiveram aumento no peso corporal de forma sigficativa entre o
inicio e fim do tratamento, respectivamente (Gréfico 5).

Gréfico 5: Representacdo grafica do peso corporal dos ratos com HP induzidos por monocrotalina.
Grupos: CTL (controle normotenso, n= 4); MCT (controle com HP, n=4); MCT + CRV 50mg/Kg
(hipertensos tratados com 50mg/Kg de carvacrol, n=4); MCT + CRV 100mg/Kg (hipertensos tratados
com 100mg/Kg de carvacrol, n=4) e MCT + SILD (hipertensos tratados com 50mg/Kg de sildenafila, n=
4). Os animais foram pesados no inicio (I.T) e final (F.T) do tratamento. Os dados estao representados
como média + erro padrdo da média. Foram analisados utilizando o teste T student, p<0,05 § vs CTL F.T;
& vs MCT + SILD F.T.
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5.4 Efeito do Tratamento com Carvacrol Sobre a Reatividade VVascular de Anéis de
Artéria Pulmonar de Ratos com Hipertensdo Pulmonar Induzida por
Monocrotalina

Ap0s a limpeza das artérias pulmonares, estas foram seccionadas e inseridas no banho
para Orgdos isolados; posterior ao periodo de estabilizagdo durante 60 minutos, foi
avaliado a disfuncdo endotelial através da curva concentracdo-resposta a acetilcolina
(ACh) apos de uma pré-contragdo frente fenilefrina. As analises mostraram que o grupo
MCT apresentou porcentagem de relaxamento significativamente reduzida (Emax = 44 +
8%, n=6) quando comparado ao grupo CTL (Emax = 100 + 4%, n=6) (Gréfico 6).

Os grupos MCT + CRV 50mg/Kg (Eméax = 75 + 8%, n= 7) e MCT + CRV 100mg/Kg
(Emax = 130 = 13%, n= 5) obtiveram maior porcentagem de relaxamento quando
comparados ao grupo MCT, ademais, o tratamento com CRV 100mg/Kg apresentou
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melhor resposta ao relaxamento em comparacgéo ao grupo CTL, estes dados sugerem que
o0 carvacrol atua no reestabelecimento da funcdo endotelial do vaso. O grupo MCT +
SILD (Eméx = 62 + 7%, n= 5) ndo apresentou melhora significativa na resposta
vasodilatadora frente & ACh quando comparado ao grupo MCT (Gréfico 6).

Graéfico 6: Representacdo grafica da curva concentragao-resposta frente ACh de secgdes de artéria
pulmonar pré-contraidas com FEN de ratos com HP induzidos por monocrotalina. Grupos: CTL (controle
normotenso, n=6); MCT (controle com HP, n=6); MCT + CRV 50mg/Kg (hipertensos tratados com
50mg/Kg de carvacrol, n=7); MCT + CRV 100mg/Kg (hipertensos tratados com 100mg/Kg de carvacrol,
n=>5) e MCT + SILD (hipertensos tratados com 50mg/Kg de sildenafila, n=5). Os dados estdo
representados como média + erro padrao da média. Foram analisados utilizando o teste T student, p<0,05
*vs CTL; # vs MCT; + vs Animais Tratados.
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Posteriormente foi avaliada a resposta das artérias pulmonares ao efeito vasoconstritor
frente a fenilefrina (FEN). A curva concentracdo-resposta de artérias pulmonares
mostraram que o grupo MCT apresentou menor resposta vasoconstritora para a FEN
(Eméax 66 = 5%, n=6) quando comparado ao grupo CTL (Emax 100 £ 9%, n=6) (Grafico
7).

Os grupos MCT + CRV 50 mg/Kg (Emax 98 £ 9 %, n= 6) MCT + CRV 100mg/Kg
(Eméax 88 + 8%, n=6) e MCT + SILD (Eméax 80 + 6%, n= 6) apresentaram aumento na
resposta a contratilidade, todavia, apenas os grupos MCT + CRV 50mg/Kg e MCT +
CRV 100mg/Kg apresentaram diferenca significativa quando comparados ao grupo MCT
(Gréfico 7).
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Gréfico 7: Representacdo grafica da curva concentragao-resposta frente FEN de secgdes de artéria
pulmonar de ratos com HP induzidos por monocrotalina. Grupos: CTL (controle normotenso, n= 6); MCT
(controle com HP, n= 6); MCT + CRV 50mg/Kg (hipertensos tratados com 50mg/Kg de carvacrol, n= 6);

MCT + CRV 100mg/Kg (hipertensos tratados com 100mg/Kg de carvacrol, n=6) e MCT + SILD

(hipertensos tratados com 50mg/Kg de sildenafila, n= 6). Os dados estdo representados como média +
erro padrdo da média. Foram analisados utilizando o teste T student, p<0,05 * vs CTL,; # vs MCT.
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Ap0s a andlise da curva concentracao-resposta das arterias pulmonares frente a FEN,
foi avaliado a curva concentracdo-resposta ao vasorelaxamento desencadeado pelo
nitroprussiato de sédio (NPS), através de uma pré-contracdo com FEN.

Os dados observados mostraram que o grupo MCT (Eméx 78 £ 3%, n=8) apresentou
menor porcentagem de relaxamento quando comparados ao grupo CTL (Emax 100 + 4%,
n=8) (Gréfico 8). Os grupos MCT + CRV 50mg/Kg (Emax 90 + 2%, n=8), MCT + CRV
100mg/Kg (Emax 91+ 10%, n=8) e MCT + SILD (Emax 89+ 4%, n=8) aumentaram sua
resposta vasorelaxante, entretanto, apenas o grupo MCT + CRV 50mg/Kg apresentou
diferenca significativa com o grupo MCT (Grafico 8).
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Graéfico 8: Representacdo grafica da curva concentracao-resposta frente NPS de seccOes de artéria
pulmonar pré-contraidas com FEN de ratos com HP induzidos por monaocrotalina. Grupos: CTL (controle
normotenso, n=8); MCT (controle com HP, n=8); MCT + CRV 50mg/Kg (hipertensos tratados com
50mg/Kg de carvacrol, n= 8); MCT + CRV 100mg/Kg (hipertensos tratados com 100mg/Kg de carvacrol,
n=8) e MCT + SILD (hipertensos tratados com 50mg/Kg de sildenafila, n= 8). Os dados estdo
representados como média + erro padrao da media. Foram analisados utilizando o teste T student, p<0,05
*vs CTL; # vs MCT.
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5.5 Efeito do Carvacrol no Remodelamento Vascular Pulmonar

As laminas contendo os cortes histologicos de artéria pulmonar dos grupos
experimentais foram analisadas pela coloracdo hematoxilina-eosina, onde foi observado
que o grupo CTL (100 % 5,2 %, n = 5) apresentou parede arterial delgada com as tdnicas
intima, média e adventicia integras e sem alteracdo morfolégica (Figura 12). O grupo
MCT (310 £ 5,2 %, n = 5) apresentou espessamento da parede do vaso por aumento da
tunica média devido a hipertrofia e hiperplasia das células musculares lisas e aumento de
fibroblastos; as tdnicas intimas e adventicia se mantiveram sem alteracdo morfoldgica
(Figura 12).

Os cortes de artéria pulmonar do grupo MCT + CRV 50mg/Kg (300 + 10,5 %, n = 5)
apresentou parede arterial pulmonar de mesmo aspecto morfolégico de espessamento
observado no grupo MCT (Figura 12), entretanto o nimero de células musculares lisas
diminuiu, conservando o aumento no nimero de fibroblastos. Nos grupos MCT + CRV
100mg/Kg (147 + 10,5 %, n = 5) e MCT + SILD (94 + 10,5 %, n = 5) (Figura 12) foi
observado uma diminui¢do da espessura da parede arterial pulmonar com diminuicdo da
hiperplasia e hipertrofia das células musculares lisas e do numero de fibroblastos, sendo
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que o grupo MCT + SILD apresentou diminuicdo significativa com reconstituicdo das
laminas elasticas da tinica média.

Figura 12: Analise do remodelamento vascular pulmonar em artérias pulmonares de ratos com HP
induzidos por monacrotalina. As analises foram obtidas através de cortes de artéria pulmonar as quais
foram coradas com hematoxilina e eosina. Grupos: CTL (controle normotenso, n=5) (A); MCT (controle
com HP, n=5) (B); MCT + CRV 50mg/Kg (hipertensos tratados com 50mg/Kg de carvacrol, n=5) (C);
MCT + CRV 100mg/Kg (hipertensos tratados com 100mg/Kg de carvacrol, n=5) (D) e MCT + SILD
(hipertensos tratados com 50mg/Kg de sildenafila, n=5) (E). (A) Objetiva x40, A.T. x 400, area 150 pum.
(B), (C), (D) e (E), objetiva x10, A.T. x100, area 600 pm. Representacédo gréafica da analise histoldgica:
os dados estdo representados como média da porcentagem da espessura da parede da artéria pulmonar +
erro padrdo da média. Foram analisados utilizando o teste Anova one way, seguido de teste Tukey, p<0,05
*vs CTL; # vs MCT; + vs Animais tratados.
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5.6 Efeito do Carvacrol Sobre o Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo foi avaliado através da técnica de DHE, utilizada para analise de
ROS, principalmente o anion superéxido (O2.”). Foi observado que o grupo MCT (216 +
22%, n=5) apresentou maior intensidade de fluorescéncia basal em comparacao ao grupo
CTL (100 * 6%, n=5), como pode ser observado na figura 13, demonstrando que a HP
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de fato gera um desequilibrio do estado redox, favorecendo a elevacdo de ROS e
consequentemente ao estresse oxidativo.

Os grupos MCT + CRV 50 mg/Kg (119 + 8%, n=5) e MCT + CRV 100 mg/Kg (68 +
6%, n= 5) mostraram reducdo significativa da intensidade de fluorescéncia quando
comparados ao grupo MCT (Figura 13), sendo que o grupo MCT + CRV 100 mg/Kg
obteve maior reducdo do estresse oxidativo, de forma significativa quando comparado
aos grupos MCT + CRV 50 mg/Kg e MCT + SILD (96 £ 7%, n=5) e também ao proprio
grupo CTL, como observado na figura 13.

Figura 13: Analise do estresse oxidativo em ratos com hipertenséo pulmonar induzidos por
monocrotalina. As analises foram obtidas através de cortes de artéria pulmonar (objetiva 20X) as quais
por meio da sonda DHE foi emitida fluorescéncia vermelha ao entrar em contato com 0 O2.”.Grupos:
CTL (controle normotenso, n=5); MCT (controle com HP, n=5); MCT + CRV 50mg/Kg (hipertensos
tratados com 50mg/Kg de carvacrol, n=5); MCT + CRV 100mg/Kg (hipertensos tratados com 100mg/Kg
de carvacrol, n=5) e MCT + SILD (hipertensos tratados com 50mg/Kg de sildenafila, n=5). Para a
representacdo grafica da andlise de ROS, os dados estdo representados como média da porcentagem de
fluorescéncia + erro padrdo da média. Foram analisados utilizando o teste Anova one way, seguido de
teste Tukey, p<0,05 * vs CTL; # vs MCT; + vs Animais tratados.
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6. Discussao

O presente estudo teve como finalidade avaliar os efeitos do carvacrol na hipertensao
pulmonar de ratos induzido por monocrotalina. A HP tem sido caracterizada como uma
doenca crbnica, rara e progressiva, que acomete 15 individuos a cada 1 milhdo de pessoas
(SUEN et al., 2016; GALIE et al., 2018) e, na maioria dos casos, o inicio do
desenvolvimento da doenca ocorre de forma assintomética, todavia, posteriormente,
comegam a apresentar sintomas como fadiga, dispneia e exaustdo (HOEPER et al., 2017).

A fisiopatologia € caracterizada por trés fatores importantes que sdo: aumento da
resisténcia vascular pulmonar, hipertrofia ventricular direita e aumento da pressdo
sistdlica ventricular direita (ALENCAR et al., 2013). Os medicamentos presentes no
mercado para o tratamento da HP, como os inibidores da fosfodiesterase-5, inibidores dos
receptores de endotelina-1, diuréticos e prostandides (MONTANI et al., 2014), possuem
sitios de acdo e mecanismos moleculares diferentes, sendo possivel a administragcdo em
conjunto, ndo obstante, medicamentos mais eficazes para esta patologia ainda sao
urgentemente necessarios, tendo em vista que, 0s que ja séo utilizados para o tratamento
possui pouco efeito sobre o remodelamento vascular.

O carvacrol, € um monoterpeno fendlico proveniente de 0leos essenciais presentes em
algumas plantas aromaticas, como o Origanum dictamus, conhecido popularmente como
orégano. Atualmente o carvacrol vem ganhando espaco na pesquisa cientifica por conter
propriedades importantes para o tratamento de diversas patologias, este monoterpeno
possui atividade antiflngica, anticancerigena, antibacteriana, ansiolitica, antiagregante
plaquetario e entre outros (SUNTRES et al., 2014; FACHINI-QUEIROZ et al., 2012;
CHEN et al., 2015).

Em nosso laboratério o carvacrol mostrou-se uma substancia promissora para o
tratamento da hipertensdo arterial, demonstrando efeitos hipotensores e bradicardicos nos
ratos hipertensos assim como nos normotensos ndo anestesiados, aléem de favorecer o
vasorelaxamento em aorta (DANTAS, 2014). A diminuicdo da hipertensao arterial
também foi evidenciada no trabalho de GONCALVES (2018) que também demonstrou
que o tratamento com o carvacrol melhorou a disfuncéo erétil.

Dentre as propriedades que o carvacrol possui estdo a atividade vasorelaxante, anti-
inflamatdria e anti-oxidante, as quais sdo importantes para a busca por melhores
tratamentos para a HP, sendo assim, estes dados sobre o carvacrol, corroboraram para
escolhermos este monoterpeno para ser utilizado como tratamento em ratos com HP
induzidos por monocrotalina. Consequentemente, investigamos se o carvacrol € uma
substancia promissora para atenuar a pressdo arterial pulmonar, hipertrofia ventricular
direta, disfuncdo endotelial, assim como, avaliar sua capacidade na diminui¢do do
remodelamento vascular pulmonar e estresse oxidativo.

A andlise da pressdo arterial pulmonar mostrou que o grupo MCT apresentou aumento
significativo na pressdo sistdlica ventricular direita, quando comparado ao grupo controle,
demonstrando, que a monocrotalina, um alcaloide pirrolizidinico, induziu HP nos ratos.
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Resultados semelhantes foram observados nos trabalhos de HENRIQUES-COELHO et
al. (2008); LEE et al. (2018); CSISZAR et al. (2009); ZEINEH et al. (2014); MA et al.
(2011); DE MENDONCA et al. (2017); e JUNIOR (2011), mostrando que a
monocrotalina desencadeia elevacdo da presséo arterial pulmonar.

A dosagem de 50mg/Kg de carvacrol foi capaz de atenuar a pressao sistolica ventricular
direita, chegando a valores préximos ao grupo controle, assim como o sildenafila,
medicamento utilizado para o tratamento da HP em humanos, todavia esta reducdo nao
foi observada no grupo dos animais hipertensos tratados com CRV 100mg/Kg, isto
possivelmente pode ser decorrente de que a dosagem méaxima para obter o efeito
hipotensor arterial pulmonar ocorra em 50mg/Kg.

Os resultados obtidos da analise da hipertrofia ventricular direita (HVD), realizada pela
razdo entre VD/VE+S, corroboram com os dados obtidos da pressdo arterial pulmonar.
Foi visto que o grupo MCT apresentou um aumento da razdo VD/VE+S, quando
comparado ao grupo CTL, confirmando, portanto, a HVD; estes dados estdo de acordo
com os trabalhos de MAM et al. (2010); CHRISTOU et al. (2012); ALENCAR et al.
(2013) e ZAPATA-SUDO et al. (2012) que tambem observaram HVD nos animais
induzidos a HP por monocrotalina.

Em nossos estudos os animais induzidos a HP tratados via oral com CRV 50mg/Kg e
CRV 100mg/Kg atenuaram significativamente a HVD quando comparados ao grupo
MCT, além disso, ambas as dosagens foram mais eficazes quando comparados aos
animais tratados com sildenafila. O trabalho de ZHANG et al. (2015) o qual, objetivou
avaliar o carvacrol na HP em modelo de hipdxia, também observou redugdo na HVD.

Devido a elevacdo da resisténcia vascular e pressdo arterial pulmonar ocorre um
aumento da pos-carga do ventriculo direito, consequentemente ha uma dilatacdo deste
ventriculo, aumento da espessura da parede, hipertrofia de cardiomidcitos e deposicédo de
matriz extracelular. Estas mudancas ocorrem com o intuito de manter o débito cardiaco,
e inicialmente, é considerada como mudancas adaptativas que melhoram a contratilidade
(VISWANATHAN et al., 2018; SUTENDRA & MICHELAKIS, 2014), todavia, com a
progressao da doenca, esta continua adaptacéo, transforma-se em um remodelamento mal
adaptativo em decorréncia de insuficiente angiogénese, excessiva inflamacdo (DE
MARCO et al., 2010) e fibrose (OKADA et al., 2009), o que desencadeia a insuficiéncia
ventricular direita.

A insuficiéncia ventricular direita, por sua vez, € caracterizada pela reducao da perfusédo
miocéardica e isquemia, continua dilatacdo do ventriculo direito (NOORDEGRAAF et al.,
2017), aumento do volume diastélico final, reducdo do débito cardiaco assim como do
volume sistélico. As alterac6es do ventriculo direito podem ser decorrentes da sinalizacédo
neuro-hormonal, como por exemplo a acdo da angiotensina 11, aldosterona e endotelina-
1, assim como de peptideos natriuréticos, estresse oxidativo e inflamacédo (DE MARCO
et al., 2010). Portanto, avaliar a hipertrofia ventricular direita é de suma importancia pois
faz parte da caracterizacdo da HP.
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Em nosso estudo também avaliamos os efeitos dos agentes vasoconstritor, FEN, e
vasorelaxantes (ACh e NPS), através das curvas concentracao-resposta nas secc¢des de
artérias pulmonares extraidas dos modelos animais induzidos & HP por meio da
monocrotalina, assim como dos animais controle (saudaveis). A priori avaliamos a
disfuncdo endotelial por meio do agente vasorelaxante, acetilcolina (ACh).

A ACh, no sistema cardiovascular, promove reducdo da frequéncia cardiaca, reducdo
da forca de contracdo miocardica e diminuicdo da velocidade de conducéo dos tecidos
nos nodos sinoatrial e atrioventricular (CABANILLAS, 2006). Ela é um agente vasoativo
colinérgico, que favorece ao vasorelaxamento, pois corrobora para a ativacdo da eNOS
fazendo com que o NO seja liberado para as células musculares lisas e area luminal,
consequentemente, 0 NO agora presente nas células musculares lisas, ativa a guanilil
ciclase solivel, que por sua vez, acarreta na formacdo de GMP ciclico (guanilina
monofosfatociclico), por meio da transformacdo de guanosina trifosfato (GTP) em
GMPc. Este GMPc por sua vez, apresenta-se como um segundo mensageiro favorecendo
ao relaxamento do vaso através da diminuicéo da entrada de Ca?* para o interior da célula,
assim como a inibicdo de Ca?" no reticulo endoplasmatico (DUSSE et al., 2003;
RAPOPORT & MURAD, 1983). O 6xido nitrico (NO), por sua vez, é um radical livre e
possui importante papel na regulacéo fisioldgica do sistema cardiovascular (ZHAO et al.,
2015), pois controla a pressao arterial e fluxo sanguineo local, assim como limita a adesao
e agregacdo plaquetaria (RANG & DALE, 2012). Ele é produzido a partir da L-arginina
por meio da oxido nitrico sintase (NOS), a qual a NOS possui trés tipos de isoformas, que
sd0: INOS (induzivel), nNOs (neuronal) e eNOS (endotelial) (RUDOLPH & FREEMAN,
2009), sendo esta ultima estrategicamente localizada nas cavéolas das células endoteliais
(DUSSE et al., 2003), embora também seja encontrada em osteoblastos, osteoclastos
assim como em midcitos cardiacos (RANG & DALE, 2012).

Neste trabalho observamos que a curva concentracdo-resposta a ACh nas artérias
pulmonares dos animais pertencentes ao grupo MCT apresentou reducao na porcentagem
de relaxamento, em comparacdo com o grupo CTL, demonstrando que as artérias do
grupo MCT apresentam diminuicdo da capacidade de relaxamento frente a ACh. Outros
trabalhos presentes na literatura cientifica também demonstraram este resultado como a
pesquisa de CHRISTOU et al. (2012); MAM et al. (2010); ALENCAR et al. (2013);
CSISZAR et al. (2009); PAFFETT et al. (2012); CHRISTOU et al. (2018); e KAZAMA
et al. (2014), onde este ultimo, por sua vez, utilizou para a reatividade artérias
intrapulmonares e noradrenalina como agente contracturante.

Os tratamentos com 50mg/Kg e 100mg/Kg de carvacrol melhoraram a capacidade de
resposta ao relaxamento frente ACh, demonstrando que o carvacrol é uma substancia
promissora para a atenuacdo da disfuncdo endotelial provenientes na HP. Em
contrapartida, o tratamento com sildenafil ndo demonstrou eficécia.

Apobs a curva concentracdo-resposta de ACh, foi realizada a curva concentragéo-
resposta frente fenilefrina (FEN). O cloridrato de fenilefrina é um ativador seletivo dos
receptores a-1 adrenérgicos, seu efeito vasoconstritor é proveniente da ativagdo da
fosfolipase C, aumentando a quantidade de inositol trifostato e diacilglicerol, o qual
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acarreta na liberacdo de Ca?" intracelular, gerando a contratilidade do vaso
(CABANILLAS, 2006).

Em nossos estudos observamos que 0s anéis das artérias pulmonares do grupo MCT,
obtiveram porcentagem de contracdo frente FEN significativamente reduzida quando
comparados ao grupo CTL; resultados semelhantes foram vistos nos trabalhos de
CHRISTOU et al. (2012); CHRISTOU et al. (2018) e MAM et al. (2010). SAUVAGEAU
et al. (2009), também obteve resultados semelhantes ao nosso, divergindo apenas na
escolha do agente contracturante, neste caso foi utilizado a ET-1. Em contrapartida no
trabalho de BILLAUD et al. (2011), ao avaliar o papel das conexinas na reatividade foi
demonstrado que a curva concentragéo- resposta frente FEN foi elevada nos animais com
hipertensdo pulmonar, possivelmente este resultado pode ser devido a diferentes
condicdes experimentais ou diferente preparacdo vascular.

Em nossos estudos os tratamentos com CRV 50mg/Kg e CRV 100mg/Kg melhoraram
a capacidade de resposta do vaso a FEN, em contrapartida, as sec¢des das artérias
pulmonares de ratos tratados com sildenafil ndo obtiveram resultados significativos.
Posterior as analises frente FEN, foi realizada a curva concentragdo-resposta de NPS, um
doador de NO independente da via endotelial, disponibilizando diretamente para as
células musculares lisas o0 NO, favorecendo, portanto, o vasorelaxamento. Foi observado
que as artérias pulmonares do grupo MCT apresentaram diminuicdo da porcentagem de
relaxamento quando comparados ao grupo CTL.

Resultados semelhantes também foram demonstrados nos trabalhos de CHRISTOU et
al. (2012); MAM et al. (2010); CHRISTOU et al. (2018) e KAZAMA et al. (2014).
Quanto aos tratamentos utilizados no presente trabalho, foi visto que o0 CRV 50mg/Kg
aumentou de forma significativa a porcentagem de relaxamento quando comparado ao
grupo MCT, demonstrando que esta substancia é promissora para a prevencdo da
disfuncao das células musculares lisas.

Vale ressaltar que os trabalhos de CHRISTOU et al. (2012) e MAM et al. (2010)
também realizaram reatividade em anéis de artéria mesentérica, onde demonstraram que
as curvas concentracdo-resposta de ACh, NPS e FEN nos animais induzidos a HP néo
apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos, CHRISTOU et al. (2018) além de
utilizar seccbes de mesentérica também realizaram reatividade em secc@es de aorta. Os
dados destas pesquisas demonstram que as alteracfes decorrentes pela HP sdo especificas
para a circulacdo pulmonar, visto que ndo houve alteragcdes na artéria mesentérica e aorta.

Além da andlise de reatividade vascular, seccdes de artéria pulmonar foram
armazenadas para avaliar o efeito do carvacrol no remodelamento vascular pulmonar, por
meio da histologia, assim como para a analise da producdo de anions superoxidos nos
tecidos das artérias pulmonares através da microscopia de fluorescéncia.

Os resultados da histologia mostraram que o grupo MCT apresentou parede vascular
mais espessa quando comparados ao grupo controle, demonstrando que a monocrotalina
causou alteragdes estruturais nas artérias pulmonares através da producdo exacerbada de
células musculares lisas, favorecendo o remodelamento vascular pulmonar. Estas
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alteracOes estruturais causadas pela monocrotalina também foram visualizadas nos
trabalhos de LOON et al. (2015); VARSHNEY et al. (2016) e PAN et al. (2015).

O tratamento com carvacrol 100mg/Kg reduziu significativamente a producdo de
células musculares lisas. ZHANG et al. (2015) também mostrou em sua pesquisa que 0
carvacrol atenua o remodelamento vascular pulmonar de ratos com HP atraveés de hipoxia,
demostrando que este monoterpeno exerce efeito apoptdtico nas células musculares lisas.
O tratamento com sildenafila também obteve efeito promissor, este resultado pode ser
decorrente da reducdo das metaloproteinases de matriz (MMPs). Estas MMPs estéo
envolvidas no remodelamento vascular da artéria pulmonar através da proliferacdo e
migracdo de células musculares lisas (ZELKO et al., 2016), e de acordo com a literatura
cientifica, o sildenafila diminui a expressdo destas MMPs (KUANG et al., 2010;
SHERMULY et al., 2004).

Quanto as analises para avaliar o estresse oxidativo foi visto que os animais do grupo
MCT apresentaram alta intensidade de fluorescéncia emitida pelo DHE nos cortes de
artéria pulmonar quando comparados ao grupo CTL, demonstrando que a HP induzida

por monocrotalina gera aumento acentuado na producdo de ROS principalmente de O2.

ja que o DHE é considerado a sonda fluorescente mais especifica para a deteccdo deste
tipo de espécie reativa (WOJTALA et al., 2014).

Os resultados com as diferentes dosagens do carvacrol (CRV 50mg/Kg e CRV
100mg/Kg) mostraram consideravel reducdo do estresse oxidativo, quando comparados
ao grupo MCT, evidenciando seu efeito antioxidante. De forma semelhante, o grupo
tratado com sildenafila também apresentou diminuicdo da intensidade de fluorescéncia.

O trabalho de ZHANG et al. (2015), observou o efeito antioxidante do carvacrol por
meio da andlise da concentracdo de malondialdeido (MDA) através do acido
tiobarbiturico, assim como das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e
glutationa (GSH) nas células musculares lisas da artéria pulmonar de ratos induzido a HP
por meio de hipdxia. Eles mostraram que o carvacrol reduziu as concentracdes de MDA
e aumentou as concentracdes de SOD e GSH.

Outros trabalhos, mas ndo voltados para a HP, demonstraram a propriedade
antioxidante do carvacrol em seus respectivos estudos, um deles foi realizado em nosso
laboratdrio a qual mostrou que o carvacrol reduziu a intensidade de fluorescéncia em tiras
de corpos cavernosos de ratos espontaneamente hipertensos (GONCALVES, 2018).
WANG et al. (2017), por sua vez, avaliou o efeito antioxidante do carvacrol em
camundongos que foram induzidos a danos nos neurénios do hipocampo por meio do
etanol.

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo conceituadas como produtos celulares
derivados do metabolismo do oxigénio (FREUND — MICHEL et al., 2013), que podem
ser radicais livres, ou seja, possuem elétrons desemparelhados em sua ultima camada
eletronica, como por exemplo o anion superéxido (O."), radical hidroxila (.HO),
hipoclorito (C1O") e o peroxinitrito (ONOO"), ou, mesmo contendo elétrons emparelhados
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em sua ultima camada eletrénica sdo considerados agentes oxidantes pois ao interagirem
com outros elétrons e moléculas, formam espécies reativas altamente toxicas para as
celulas como por exemplo o perdxido de hidrogénio (H20-), que, ao interagir com metais

de transicdo reduzidos sdo convertidos no .HO, o qual, pode gerar alteracfes estruturais

nos sistemas bioldgicos (DROGE, 2002; TRACHOOTHAM et al., 2008). Também ha
outros agentes oxidantes, como por exemplo o ozdnio (Os) e oxigénio singlet (*Oy)
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997; CAMPAGNARO., 2012).

E importante ressaltar que ROS sdo naturalmente produzidas em pequenas quantidades,

0 O2.7, por exemplo é produzido na maioria das células aerdbicas durante a ativacdo de

monaocitos, macrofagos, eosindfilos e neutrofilos (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).
Ademais estdo presentes na vasculatura pulmonar (FREUND — MICHEL et al., 2013).
ROS atuam como moléculas sinalizadoras, promovendo a proliferacdo e sobrevivéncia
celular, o que é importante para a regulacdo da funcao da célula (TRACHOOTHAM et
al., 2008). Para limitar o excesso de ROS e consequentemente proteger o organismo, ha
a sintese de antioxidantes que podem ser enzimaticos, como a catalase (CAT), superoxido
dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx), ou ndo enzimaticos como as vitaminas
A (retinol), C (acido ascérbico) e E (tocoferol) (TSUTSUI et al., 2011).

Todavia, quando ocorre um desequilibrio entre a producdo de pré-oxidantes e
antioxidantes gera o conhecido estresse oxidativo, que causa efeitos deletérios nos
lipideos (gerando a lipoperoxidacao), proteinas, acidos nucleicos e matriz extracelular, e
esta associado a doencas neurodegenerativas, diabetes, cancer e doencas cardiovasculares
(LIGUORI et al., 2018) como aterosclerose, isquemia e reperfusdo cardiaca, hipertensao
sistémica (FREUND — MICHEL et al., 2013; TSUTSUI et al., 2011) e a HP, que neste

caso, 0 aumento da quantidade de O2.” produzido principalmente pela NADPH oxidase,

assim como a xatina oxidase (XO), eNOS desacoplada e cadeia de transporte de elétrons
na mitocondria, favorece a disfuncdo endotelial e remodelamento vascular pulmonar
(FREUND — MICHEL et al., 2013; TABIMA et al., 2012; DE MARCO et al., 2010).

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, podemos observar que o carvacrol
demonstrou efeitos consideraveis para reducdo da pressdo sistolica ventricular direita,
hipertrofia ventricular direita, estresse oxidativo e remodelamento vascular pulmonar,
além de prevenir a disfuncéo endotelial. Estes efeitos podem ser decorrentes de sua acao
sobre os canais TRPs, pois consta na literatura cientifica que ha canais TRPs presentes no
leito vascular pulmonar (XIA et al., 2013; GEPPETTI et al., 2006; CIOFFI et al., 2009;
YUE et al., 2015; FRANCIS et al., 2016; WANG et al., 2016; LIN et al., 2004), e estes
podem estar envolvidos no desenvolvimento da HP, como foi observado no trabalho de
YU et al. (2004) onde foi observado que pacientes com hipertensdo arterial pulmonar
idiopatica apresentam elevada expressdo dos canais TRPC3 e TRPC6 quando
comparados a pacientes sadios, o que também foi abordado nos trabalhos de
KUNICHIKA et al. (2004) e INOUE et al. (2006). Além disso, ha que os canais TRPV4
estdo relacionados com a injuria pulmonar (ALVAREZ et al., 2006). Também ha descrito
na literatura cientifica que o carvacrol atua sobre os canais TRPs (PARNAS et al., 2009;
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MACPHERSON et al., 2006; XU et al., 2006; PREMKUMAR, 2004; PARK et al., 2014;
AYDIN et al., 2007; LOU et al., 2016; PETERS et al., 2012), fato também observado em
nosso laboratorio através do trabalho de DANTAS (2014) que avaliou o envolvimento
dos canais TRPs na hipertenséo e o efeito do carvacrol no sistema cardiovascular de ratos
espontaneamente hipertensos.

Logo, nos gera a hipdtese de que o carvacrol pode estar agindo sobre estes canais TRPs
fazendo com que haja a diminuicdo da proliferacdo de células musculares lisas, o que
contribui para a atenuacdo do remodelamento vascular pulmonar e hipertrofia ventricular
direita. Ademais o carvacrol, por meio dos canais TRPs, pode corroborar para a atenuagédo
do desequilibrio entre os fatores vasoconstritores e vasorelaxantes, o que favorece na
reducédo da disfuncdo endotelial, como foi observado na andlise de reatividade vascular
pulmonar através da curva concentracdo-resposta a ACh; e também melhorou a
capacidade de resposta das artérias pulmonares ao agente vasoconstritor, FEN. Ao
atenuar a disfuncdo endotelial, ocorre aumento na disponibilidade de NO, favorecendo o
vasorelaxamento e consequentemente, a diminuic¢éo da presséo arterial pulmonar.

O efeito antioxidante que o carvacrol possui também pode estar relacionado a sua acao
sobre os canais TRPs, pois estes canais sdo sensiveis ao estresse oxidativo (HECQUET
et al., 2008). Ademais, o proprio efeito antioxidante contribui para a atenuacdo da
disfuncdo endotelial, remodelamento vascular, pressdo arterial pulmonar e hipertrofia
ventricular direita, 0 que consequentemente, amplifica o efeito do carvacrol no tratamento
para a HP.
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7. Concluséao

Os dados observados no presente trabalho demonstraram que a monocrotalina
promoveu, de forma semelhante, as principais alteracées fisiologicas que estdo presentes
no quadro de hipertenséo pulmonar que acomete os humanos. O tratamento com carvacrol
em ratos com hipertensdo pulmonar induzida por monocrotalina apresentou efeitos
importantes, pois demonstrou eficicia na atenuacdo da pressdo arterial pulmonar,
hipertrofia ventricular direita, disfuncdo endotelial, remodelamento vascular pulmonar e
estresse oxidativo, efeitos estes que podem estar relacionados a sua agéo sobre os canais
TRPs, consequentemente, temos como perspectiva investigar os mecanismos moleculares
do carvacrol frente aos canais TRPs, tendo em vista que estes canais estdo presentes no
leito vascular pulmonar e podem estar relacionados com o desenvolvimento da
hipertenséo pulmonar.
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