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LIMA, V. S. Avaliacao do efeito do carvacrol (2-metil-5-(1-metiletil)-fenol) sobre as
alteracbes cardiacas e renais em ratos espontaneamente hipertensos. 2022.
Dissertacdo de Mestrado (Pés-graduacédo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos).
PgPNSB/CCS/UFPB. 2022.

RESUMO

A hipertenséo arterial sistémica, € uma doenca cardiovascular crénica, caracterizada por um
aumento sustentado da presséao arterial e esta associada a prejuizos progressivos na funcao e
estrutura de 6rgaos-alvo, como o coragdo e o rim, que sofrem alteragdes estruturais e funcionais.
O desenvolvimento da hipertenséo tem sido associado, com o estresse oxidativo, um mecanismo
que causa lesao tecidual em multiplos sistemas e 6rgéos, afetando também os érgaos-alvo da
hipertensdo. Dessa forma, buscar alternativas de substancias que possuam atividade anti-
hipertensiva e antioxidantes, e que melhorem os danos nos 6rgdos-alvo da hipertensédo, devem
ser exploradas. Neste contexto, o carvacrol, um monoterpeno fendlico, presente em algumas
plantas aromaticas, apresenta dentre as suas propriedades importantes a atividade
vasorelaxante, anti-hipertensiva e antioxidante. Diante disto, o objetivo do trabalho foi avaliar os
efeitos do tratamento com carvacrol nas alteracbes cardiacas e renais em ratos
espontaneamente hipertensos. Os animais foram divididos em cinco grupos: controle
normotenso wistar kyoto (WKY-CTL) e hipertenso (SHR-CTL); e hipertensos tratados com
carvacrol 50 mg/kg (SHR-C50), carvacrol 100 mg/kg (SHR-C100) e resveratrol 10 mg/kg (SHR-
RE10). Todos os ratos foram tratados por via oral, uma vez ao dia, durante vinte e oito dias. Os
protocolos experimentais foram aprovados pelo CEUA-UFPB n° 6638150621. O tratamento ndo
afetou o peso dos animais ao longo dos vinte e oito dias. No ensaio de medida indireta de presséo
arterial, os grupos SHR-C50, SHR-C100 e SHR-RE10 tiveram as pressfes arteriais sistdlicas
reduzidas em relacdo ao inicio do tratamento, quando comparados ao SHR-CTL. O carvacrol (50
mg/kg) conseguiu reduzir indice de massa do coragao, quando comparado ao SHR-CTL. Através
do ecocardiograma foi possivel observar que o carvacrol ndo induziu modificacdes estruturais no
coracédo. O eletrocardiograma, demonstrou que a duracéo do intervalo QRS do grupo SHR-CTL
foi superior em relacdo ao WKY, e o carvacrol ndo foi capaz de reverter a duracéo do intervalo
QRS. A duragéo do intervalo QT ndo demonstrou diferenca entre os grupos estudados. O grupo
SHR-CTL apresentou um aumento no indice de massa renal quando comparado ao WKY-CTL.
Entretanto, o tratamento com carvacrol ndo conseguiu reduzir esse indice. Nos ensaios de ureia
e creatinina plasmatica, os animais dos grupos avaliados ndo apresentaram diferencas de
creatinina. Contudo, a ureia foi aumentada no grupo SHR-CTL quando comparado ao WKY-CTL,
e o carvacrol conseguiu reduzir este parametro, quando comparados ao SHR-CTL. Entretanto,
o tratamento com resveratrol diminuiu as concentracdes de ureia plasmatica em comparacao ao
SHR-CTL. Os grupos hipertensos apresentaram maior deposic¢édo de colageno no tecido cardiaco
e no rim. O tratamento do carvacrol e resveratrol conseguiu reduzir a deposi¢ao de colageno em
relacdo ao SHR-CTL. Em cortes do tecido cardiaco e do rim, o carvacrol reduziu
significativamente a fluorescéncia basal da sonda DHE, quando comparados ao SHR-CTL. Desta
forma, estes resultados demonstram que o tratamento com carvacrol foi eficiente em reduzir a
presséo arterial, além de melhorar a fibrose cardiaca e renal, a fungéo renal, e 0 estresse
oxidativo.

Palavras-chave: Hipertensdo. Danos em 6rgdos-alvo. Ratos espontaneamente hipertensos.
Estresse oxidativo. Carvacrol.

12



Abstract
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Dissertacdo de Mestrado (Pés-graduacédo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos).
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ABSTRACT

Systemic arterial hypertension is a chronic cardiovascular disease characterized by a sustained
increase in blood pressure and is associated with progressive damage to the function and
structure of target organs, such as the heart and kidney, which undergo structural and functional
changes. The development of hypertension has been associated with oxidative stress, a
mechanism that causes tissue damage in multiple systems and organs, also affecting the target
organs of hypertension. Thus, seeking alternatives for substances that have antihypertensive and
antioxidant activity, and that improve the damage to the target organs of hypertension, should be
explored. In this context, carvacrol, a phenolic monoterpene, present in some aromatic plants,
presents among its important properties the vasorelaxant, antihypertensive and antioxidant
activity. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effects of treatment with
carvacrol on cardiac and renal changes in spontaneously hypertensive rats. The animals were
divided into five groups: normotensive control wistar kyoto (WKY-CTL) and hypertensive (SHR-
CTL); and hypertensive patients treated with carvacrol 50 mg/kg (SHR-C50), carvacrol 100 mg/kg
(SHR-C100) and resveratrol 10 mg/kg (SHR-RE10). All rats were treated orally once a day for
twenty-eight days. The experimental protocols were approved by CEUA-UFPB n° 6638150621.
The treatment did not affect the weight of the animals during the twenty-eight days. In the indirect
blood pressure measurement trial, the SHR-C50, SHR-C100 and SHR-RE10 groups had reduced
systolic blood pressures compared to the start of treatment, when compared to the SHR-CTL.
Carvacrol (50 mg/kg) was able to reduce the heart mass index when compared to SHR-CTL.
Through the echocardiogram, it was possible to observe that carvacrol did not induce structural
changes in the heart. The electrocardiogram showed that the duration of the QRS interval in the
SHR-CTL group was longer than in the WKY group, and carvacrol was not able to reverse the
duration of the QRS interval. The duration of the QT interval showed no difference between the
studied groups. The SHR-CTL group showed an increase in renal mass index when compared to
the WKY-CTL. However, treatment with carvacrol failed to reduce this index. In the urea and
plasma creatinine assays, the animals of the evaluated groups did not show differences in
creatinine. However, urea was increased in the SHR-CTL group when compared to the WKY-
CTL, and carvacrol was able to reduce this parameter when compared to the SHR-CTL. However,
treatment with resveratrol decreased plasma urea concentrations compared to SHR-CTL. The
hypertensive groups showed higher collagen deposition in cardiac tissue and kidney. Carvacrol
and resveratrol treatment was able to reduce collagen deposition compared to SHR-CTL. In heart
and kidney tissue sections, carvacrol significantly reduced the basal fluorescence of the DHE
probe when compared to SHR-CTL. Thus, these results demonstrate that treatment with carvacrol
was efficient in reducing blood pressure, in addition to improving cardiac and renal fibrosis, renal
function, and oxidative stress.

Keywords: Hypertension. Target organ damage. Spontaneously hypertensive rats. Oxidative stress.
Carvacrol.
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1 Introducao



1. INTRODUCAO

A hipertensdo arterial sisttmica é uma condi¢do clinica de etiologia
variada, caracterizada por um aumento sustentado da pressdo arterial
(BARROSO et al., 2021). A hipertensdo é um fator de risco importante para o
desenvolvimento de outras doencas cardiovasculares e possui altas taxas de
morbidade e mortalidade (FRYAR et al., 2017; WHELTON, 2019)

Os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da hipertenséo essencial séo
complexos e na maioria dos casos a doenga ndo possui causa aparente. Uma
pequena porcentagem apresenta causa identificavel, e pode ser classificada
como hipertensdo secundaria (MILLS; STEFANESCU; HE, J., 2020; RIMOLDI;
SCHERRER; MESSERLI, 2014).

A hipertensédo esté associada a danos progressivos na fungéo e estrutura
de érgédos-alvo, dentre os principais afetados sdo o cérebro, coracdo e rim
(MESSERLI; RIMOLDI; BANGALORE, 2017; WU et al., 2017). Apesar do
controle da presséao arterial ser importante, estudos demonstram que apenas o
controle da pressao arterial ndo é suficiente para proteger os 6rgaos-alvo dos
danos provenientes da hipertensdo. Dessa forma, devem ser direcionado
esforcos para a protecdo de 6rgdos-alvo e reduzir a morbidade e mortalidade
das complicacdes associadas a sobrecarga de pressao (XIONG et al., 2021).

A hipertensdo esta associada a prejuizos progressivos na funcdo e
estrutura de diversos 6rgaos, como o cérebro, o coracdo e o rim (MESSERLI;
RIMOLDI; BANGALORE, 2017).

O coracdao sofre um processo de remodelamento estrutural e funcional em
resposta a sobrecarga de presséo. Inicialmente, as alteracdes sao uma resposta
adaptativa do coracdo para diminuir o estresse hemodinamico. Entretanto, a
elevacdo cronica de pressao leva ao remodelamento cardiaco patoldgico. Dentre
as alteracbes associadas a hipertensdo, ha o aumento da massa do coracéo,
caracteristico da hipertrofia cardiaca, e a deposicdo de matriz extracelular,
proliferac@o de constituintes fibroblastos e células inflamatérias, estimulando a
heterogeneidade tecidual desorganizada e prejuizos funcionais (GOLDSMITH;
BORG, 2002; PORTER; TURNER, 2009; SOUDERS et al., 2012; WORONIECKI
et al., 2017).
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O rim, érgdo importante no controle da pressao arterial, também sobre
prejuizos estruturais e funcionais em resposta aos niveis elevados e pressao
arterial. Dentre as alteracfes renais relacionadas a hipertensdo, ha perdas
progressivas nas propriedades autorreguladoras da microcirculagcao renal,
inflamacao renal, hipertrofia tubular, além de alteracdo dos componentes da
matriz extracelular e fibrose renal (LIU, W. et al., 2017; MENNUNI et al., 2014;
YAN et al., 2021).

A hipertensao, ja tem sido associada com o estresse oxidativo (KATTOOR
et al.,, 2017; SAMMAN TAHHAN et al., 2017; SENONER; DICHTL, 2019). As
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, sdo produzidas por processos
fisiologicos normais e desempenham papéis importantes na sinalizacéo celular
e na homeostase tecidual. No entanto, a geracao excessiva pode causar danos
a multiplos 6rgaos e sistemas (SU et al., 2019). Estudos ja demonstram efeitos
benéficos no coracdo e nos rins, da diminuicdo do estresse oxidativo, como a
diminuicao da inflamacéo e fibrose, melhorando a funcionalidade desses 6rgaos
(SCHNEIDER et al., 2010; ZHAO et al., 2020).

Dessa forma, buscar alternativas de substancias que possuam atividade
anti-hipertensiva, e paralelamente, melhorem os danos nos o6rgaos-alvo da
hipertensdo, como substancias antioxidantes, devem ser exploradas. Neste
sentido, o carvacrol, um monoterpeno fendlico, presente em algumas plantas
aromaticas, apresenta dentre as suas propriedades importantes a atividade
vasorelaxante (DANTAS, 2014), anti-hipertensiva (DIAS et al., 2022) e
antioxidante (LEE et al., 2015). Diante disto, o objetivo do trabalho foi avaliar os
efeitos do tratamento com carvacrol nas alteracfes cardiacas e renais em ratos

espontaneamente hipertensos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Hipertenséao arterial sistémica

A hipertenséao arterial sistémica (HAS) é uma condicéao clinica cronica ndo
transmissivel, cuja as caracteristicas sao definidas pelo aumento sustentado da
pressédo arterial (PA). com niveis de PA sistdlica superior ou igual a 140 mmHg
e/ou PA diastélica maior ou igual a 90 mmHg (BARROSO et al., 2021).

As taxas de morbidade e mortalidade sao elevadas, afetando cerca de 1,2
bilhdo de individuos em todo mundo, desses apenas 14% a tém sob controle, e
a prevaléncia aumenta significativamente com a idade, causando a morte
prematura de milhdes de pessoas por ano (WHO, 2022). No Brasil, cerca de
21,4% (IC 95% 20,8-22,0) dos adultos possuem hipertensédo (IBGE, 2015).

A pressao arterial pode ser definida como a pressdo que 0 sangue exerce
contra as paredes dos vasos arteriais, a partir de cada ciclo de contracdo
cardiaco, onde h& o impulso de sangue para o sistema arterial sistémico. Essa
propulsédo confere pressao na parede vascular (LIFTON; GHARAVI; GELLER,
2001; OPARIL et al., 2019).

A pressdo maxima mensurada durante um ciclo cardiaco é a presséo
arterial sistodlica (PAS), que corresponde a pressao nas artérias durante sistole
ventricular esquerda, gerada através da pressdo que 0 sangue exerce nas
paredes arteriais quando o coracdo se contrai. Enquanto, valor minimo de
pressao arterial € a pressao arterial diastélica (PAD), que corresponde a pressao
nas artérias durante a diastole ventricular esquerda, gerada através do
relaxamento do musculo cardiaco (LIFTON; GHARAVI; GELLER, 2001; OPARIL
et al., 2019).

A diferenca entre a PAS e PAD é definida como presséo de pulso (PP)
(HOMAN; BORDES; CICHOWSKI, 2022). Por ser pulsatil, a PA é representada
por um valor estimado a partir da soma da PAD mais um ter¢o da PP, o que leva
a presséo arterial média (PAM) (PORTH, 2011).

A conservacdo de niveis normais de PA, depende de variagdes do DC
elou da resisténcia vascular periférica total. As Alteracdes no débito cardiaco

(DC) resultam de modificaces da frequéncia cardiaca e/ou do volume de ejecéo
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durante a sistole. A resisténcia vascular periférica, resulta de alteracdes no tonus
vascular. (LIFTON; GHARAV; GELLER; 2001; OPRAIL et al, 2019).

A manutencdo dos niveis fisiologicos da PA envolve uma interacdo
complexa de vérios elementos de um sistema neuro-humoral e paracrinos
integrados. No controle de curto prazo da PA, os principais mecanismos de
controle envolvem reflexos neurais, originados nos barorreceptores,
guimiorreceptores e receptores cardiopulmonares, mediando respostas do
sistema nervoso autbnomo para promover ajustes rapidos da PA. Por outro lado,
o controle em longo prazo € em grande parte atribuido aos rins, por meio da acéao
do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (HALL; HALL, 2018)

Os mecanismos fisiopatolégicos responsaveis pela hipertensdo séo
complexos. Existem muitos fatores de risco potencialmente modificaveis para
HAS, como o sobrepeso, sedentarismo, elevada ingestdo de sddio e tabagismo.
Porém, ndo sdo apenas os fatores de risco que sdo importantes no
desenvolvimento da HAS. Varios fatores fisiopatologicos sao cruciais, como a
ativacao inadequada do SRAA, estresse oxidativo, inflamac&o de baixo grau,
vasodilatagdo mediada por insulina, ativacdo excessiva do sistema nervoso
simpatico e manipulacdo anormal de sédio pelo rim (KUCMIERZ et al., 2021:
MANRIQUE et al., 2009).

Apesar de serem diversos fatores etiogénicos que leva ao
desenvolvimento e estabelecimento da HAS, em 5-10% dos casos, a
hipertensdo apresenta causa identificavel, sendo denominada de hipertensdo
secundaria ou adquirida. Enquanto 90-95% dos casos, a doenca ndo possui
causa aparente, designada de hipertensdo primaria ou essencial (BARROSO et
al., 2021; MILLS; STEFANESCU; HE, J., 2020; RIMOLDI; SCHERRER;
MESSERLI, 2014).

Dentre as causas da hipertensdo adquirida destacam-se: apnéia
obstrutiva do sono, excesso de mineralocorticoides (aldoesteronismo primario),
excesso de glicocorticoides (sindrome de Cushing), excesso de catecolaminas
(feocromocitoma), doenca do parénquima renal e estenose da artéria renal
(JORDAN; KURSCHAT; REUTER, 2018; RIMOLDI; SCHERRER; MESSERLI,
2014).

A hipertensdo arterial essencial (idiopatica ou primaria), a qual

caracteriza-se por uma elevacéo da pressado sanguinea, sem causa aparente, e
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estd associada a varios fatores de risco como: predisposicdo genética,
sedentarismo, obesidade, com uma etiologia multifatorial de ambiente genético
(KUCMIERZ et al., 2021; RIMOLDI; SCHERRER; MESSERLI, 2014)

Essa condicdo prevalente em todo o mundo, é o fator de risco evitavel
mais comum para doencas cardiovasculares (DCV), incluindo doenca
coronariana, insuficiéncia cardiaca, acidente vascular cerebral, infarto do
miocardio, fibrilacdo atrial e doenca arterial periférica, doenca renal cronica e
comprometimento cognitivo. Dessa forma, os pacientes com hipertensao devem
realizar o controle adequado da PA (OPRAIL et al., 2019).

A HA ja é associada a danos cronicos a diversos 6rgaos, como o cérebro,
olhos e rins (SIEVERS; ECKARDT, 2019; WILLIAMS et al., 2018). A estrutura e
funcdo desses Orgaos torna-se prejudicada com a hipertensédo de longa data
(MESSERLI; RIMOLDI; BANGALORE, 2017).

Modelos experimentais de hipertensdo foram desenvolvidos com o
objetivo de elucidar os mecanismos fisiopatoldégicos do desenvolvimento e
manutencg&o da hipertensédo. Os animais podem ser submetidos a inducdo da
hipertensédo por meio de procedimentos cirirgicos ou de tratamento com
substancias especificas. Além disso, linhagens de animais geneticamente
hipertensos foram planejadas para mimetizar a hipertensdo essencial humana.
Neste contexto, destacam-se 0s animais espontaneamente hipertensos (SHR),
gue compartilham caracteristicas comuns a hipertensdo essencial humana
(PINTEROVA; KUNES:; ZICHA, 2011).

2.2 Ratos espontaneamente hipertensos

Modelos animais destinados a pesquisa sao ferramentas valiosas para
entender a fisiopatologia e desenvolver intervencdes terapéuticas para doencas
gue afligem humanos e animais. Neste sentido, sendo a hipertensdo um
importante problema de saude publica, varios modelos de hipertensédo
experimental foram criados principalmente para imitar as respostas hipertensivas
observadas em humanos. Dentre os diversos modelos, destaca-se 0s ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) (LEONG; NG; JAARIN, 2015).

O SHR é o modelo animal mais amplamente utilizado de hipertensao
essencial humana, além de ser empregado para estudos de vérias condi¢cdes
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como insuficiéncia cardiaca, hipertrofia cardiaca, déficit de atencdo e
hiperatividade, diabetes e obesidade (HOLJAK et. al., 2022). A cepa de SHR foi
desenvolvida por Okamoto e Aoki (1963), pesquisadores da Universidade de
Kyoto no Japdo, sem nenhuma intervencdo fisiolégica, farmacoldgica ou
cirdrgica. Os animais desta cepa foram provenientes do cruzamento entre ratos
normotensos Wistar-Kyoto (WKY), que estivessem com niveis elevados de
presséo, resultando na instalagcdo natural da hipertensdo (DORNAS; SILVA,
2011; OKAMOTO; AOKI, 1963).

As alteragdes na pressdo arterial nos animais SHR comecam e ser
observadas em torno da quarta a sexta semana de idade, e ap06s a décima
segunda semana de idade a PAM esta aproximadamente 180-200 mmHg em
comparagdo com 115-130 mmHg em ratos Wistar-Kyoto (PINTEROVA; KUNES;
ZICHA, 2011). Além disso, com a progressdo da hipertensdo, alteracdes
estruturais no coracao, que se associam a hipertrofia cardiaca progressiva, em
resposta a sobrecarga cardiaca (DORNAS; SILVA, 2011).

Com o avangco da hipertensdo, os animais SHR desenvolvem
progressivamente altera¢des funcionais, estruturais e mecéanicas nas paredes
dos vasos sanguineos e do coracdo. As alteracdes nos vasos sanguineos
incluem diminuicéo da luz arteriolar, mudancas nas propriedades mecanicas que
envolvem aumento da rigidez vascular; a contratilidade muscular aumentada e,
principalmente, disfuncdo endotelial, enquanto as alteracdes cardiacas se
associam a hipertrofia cardiaca progressiva, em resposta a sobrecarga cardiaca
(DORNAS; SILVA, 2011; PINTEROVA; KUNES; ZICHA, 2011; YU et al., 2015).

2.3 Hipertenséo e alteracGes cardiacas

A hipertensdo esta associada a prejuizos progressivos na funcdo e
estrutura do coracdo. (WU et al., 2017). O coracado sofre um remodelamento
estrutural e funcional em resposta a uma variedade de sinais fisiolégicos e
patolégicos. Tais alteracfes sdo classificadas patoldgicas quando sdo mediadas
em resposta a hipertensao, inflamacao, isquemia, lesdo de isquemia/reperfuséo,
estresse biomecanico, excesso de ativacdo neuro-hormonal e excesso de poés-
carga (WU, et al., 2017).
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O remodelamento cardiaco patoldégico € inicialmente invocado para
reduzir o estresse da parede ventricular e preservar temporariamente a funcao
da coracdo, eventualmente evoluindo para uma série de alteracbes
desadaptativas que culminam em insuficiéncia cardiaca e morte (NAKAMURA;
SADOSHIMA, 2018).

Na maioria dos pacientes hipertensos, a hipertrofia do ventriculo esquerdo
(VE) e a disfuncado ventricular, sdo as primeiras manifestacdes discerniveis de
danos cardiacos (FU et al., 2014; MESSERLI; RIMOLDI; BANGALORE, 2017).

A hipertrofia ventricular esquerda (HVE), € uma resposta tipica a
sobrecarga de presséo, ou a qualquer estado patoldgico que aumenta o estresse
da parede cardiaca e marca uma resposta adaptativa para compensar as
condi¢gbes desfavoraveis (SOUDERS et al.,, 2012). Quando a sobrecarga de
pressdo € mantida por longos periodos, a disfuncdo ventricular progredi, e o
ventriculo esquerdo desenvolve um remodelamento concéntrico (aumento da
massa cardiaca em detrimento do volume da camara). A progressao da
disfuncdo ventricular pode levar ao desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca
hipertensiva (MESSERLI; RIMOLDI; BANGALORE, 2017a; NAKAMURA,;
SADOSHIMA, 2018; SHIMIZU; MINAMINO, 2016).

O aumento da massa ventricular esquerda (MVE) é a principal
caracteristica da HVE, devido ao aumento da espessura da parede do VE ou a
um aumento no tamanho do diametro da cavidade ou ambos. (WORONIECKI et
al., 2017). Na anélise da MVE, utilizam-se as medidas da espessura diastdlica
da parede ventricular, do septo e da parede posterior, além das dimensdes da
cavidade do VE (KATZ et al., 2010).

A fase de hipertrofia ventricular patologica, esta relacionada a hipertrofia
de cardiomidcitos, que normalmente esta associado a um aumento da espessura
mais do que em comprimento (WU et al., 2017). Além disso, existe também uma
alteracdo na expressdo de genes, tais como 0s que codificam o peptideo
natriurético A e B, 0 gene da cadeia pesada de miosina, isoforma 3 do musculo
cardiaco, a-actina do musculo esquelético, e genes que codificam proteinas de
manipulacdo de Ca?* (JCARRENO et al., 2006; NAKAMURA; SADOSHIMA,
2018).

A HVE também estd associada a anormalidades de despolarizacéo e

repolarizagcdo ventricular, causando alteragbes no eletrocardiograma. As
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principais alteracdes no ECG séo o prolongamento na amplitude e duracdo do
complexo QRS, além do prolongamento do intervalo QT (HANCOCK et al.,
2009). O complexo QRS no eletrocardiograma, refere-se despolarizagéo
ventricular, ja o intervalo QT corresponde ao inicio do complexo QRS e o final da
onda T (repolarizacao ventricular) (CHANG et al., 2014, LI, S. et al., 2022).

Ademais, as respostas hipertréficas, levam ao aumento da angiogénese,
anormalidades da vasculatura coronariana, acimulo progressivo da deposicao
de colagenos intersticial e perivascular (SOUDERS et al., 2012). Outros fatores
gue estdo associados ao remodelamento cardiaco, sdo a proliferacdo de
constituintes ndo midcitos (fibroblastos, ativacdo de miofibroblastos, células
endoteliais, células imunes e células musculares lisas), estimulando a
heterogeneidade tecidual desorganizada e prejuizos funcionais (FAN et al.,
2012; GOLDSMITH; BORG, 2002; PORTER; TURNER, 2009; SOUDERS et al.,
2012).

2.4 Hipertensao e remodelamento renal

Tanto o coracdo quanto o rim sdo Orgaos-alvo na hipertenséo, e sua
estrutura e funcéo tornam-se gradualmente prejudicadas com a hipertensao de
longa data (MESSERLI; RIMOLDI; BANGALORE, 2017a). O rim € um 6rgéo
importante para excretar residuos e manter o equilibrio de agua e eletrolitos,
desempenhando um importante papel essencial na regulacdo da PA (HAMM,;
HERING-SMITH, 2010; STOMPOR; PERKOWSKA-PTASINSKA, 2020).

O controle da PA a longo prazo é em grande parte atribuido aos rins, por
meio da acdo do SRAA, e tem relacdo direta com a capacidade dos rins em
realizar a excrecdo do sodio o suficiente para manter um balanco deste ion em
uma faixa normal. O sddio é um regulador crucial do volume sanguineo e sua
alta concentracéo sérica promove a retencao de liquidos, aumentando assim o
volume sanguineo, e, consequentemente a PA (MARTELLI, 2012; OPARIL, et
al., 2019).

Sob condicfes fisiologicas, a pressao intraglomerular é relativamente
constante. Quando ha um aumento de PA, a arteriola aferente faz a constricéo
adequada (mecanismo de autorregulacdo), protegendo o glomérulo da
hipertensdo e suavizando a diferenca entre a PAS e PAD, protegendo o
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glomérulo contra as alteracdes de PA (STOMPOR; PERKOWSKA-PTASINSKA,
2020). A exposicao do rim a niveis elevados de PA, causa perdas progressivas
nas propriedades autorreguladoras da microcirculagéo renal, com consequente
dilatacdo anormal da arteriola aferente e um aumento secundario da pressao
intraglomerular em paralelo ao aumento de PA (MENNUNI et al., 2014).

O aumento da pressdo arterial nas estruturas glomerulares, causa
estiramento e lesdo endotelial, desenvolvendo lesbes vasculares e glomerulares.
Essas alteracbes hemodinamicas ativam o0 sistema renina-angiotensina-
aldosterona, a transcri¢cao do fator nuclear kB (NFKB) e a sintese de fatores de
crescimento profibréticos, sendo o principal deles o fator de crescimento
transformante beta (TGF-B) (MENNUNI et al.,, 2014; SIEVERS; ECKARDT,
2019).

A ativacdo do SRAA, promove a principalmente a producdo de
angiotensina ll, e, além de efeitos positivos na regulacdo da pressao arterial, ela
pode participar da progressdo das lesdes renais. As principais alteracbes
mediadas pela angiotensina Il envolvem a producdo de MEC e fibrose renal,
ativando muitas vias de sinalizagao intracelular, como cascatas mediadas por
proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPKSs), TGF-B e pelo NFKB. Além
disso, a angiotensina Il estimula a migracdo de células inflamatorias e a
producédo de quimiocinas e induz a sintese de colageno (SIEVERS; ECKARDT,
2019).

A sintese de fatores de crescimento profibroticos levam ao
desenvolvimento de fibrose renal. A fibrose renal é caracterizada por ativacéo
substancial de fibroblastos e producdo associada a deposicdo excessiva da
matriz extracelular no espaco intersticial, que se deve a um desequilibrio entre a
sintese e a degradacao do colageno. A fibrose renal, € um contribuinte comum
para a progressdo de varias doencas renais crbnicas para insuficiéncia renal
(LIU, W. et al., 2017; YAN et al., 2021).

Ademais, a hipertensdo também pode provocar inflamacdo renal,
hipertrofia tubular e alteracdes glomerulares, além de alteracdo dos
componentes da MEC (HUANG, C. C. et al.,, 2018; SUN, H. J., 2019). A
hipertensdo pode gradualmente levar a expansdo glomerular, disfuncao
endotelial e alteragbes hemodinamicas, como a perda da carga elétrica da

membrana basal glomerular e seu espessamento e diminuicdo do nimero de

33



podécitos (NOGUEIRA; PIRES; OLIVEIRA, 2017). As alteracfes relacionadas a
hipertensdo leva a destruicdo do parénquima renal e perda progressiva da
funcao renal (XIA; ENTMAN; WANG, Yanlin, 2013).

2.5 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é considerado o desequilibrio entre a formacéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNS)
com a capacidade antioxidante celular, promovendo lesao celular e dano tecidual
(RAMACHANDRA et al., 2021).

As EROs e as ERNSs, sdo produzidas por processos fisiolégicos normais
e desempenham papéis importantes na sinalizacdo celular e na homeostase
tecidual. No entanto, a geracdo excessiva de EROs e ERNs produzem
modificagcdes nos componentes celulares, causando a morte celular, processo
denominado de estresse oxidativo (SU et al., 2019).

As EROs séo, por definicdo, moléculas quimicas contendo um atomo de
oxigénio que, por meio de reagdes celulares e extracelulares, tornam-se mais
reativas que o proprio oxigénio. As espécies reativas de oxigénico incluem néo
apenas a moléculas na forma radical centrados em oxigénio, mas também inclui
derivados nédo radicais (POWERS; JACKSON, 2008). Os radicais livres de
oxigénio, compreendem o anion superéxido (O2™), radicais hidroxila (OH*) e
radicais peroxila (HO2z¢), ja os nao radicais, compreendem o peroxido de
hidrogénio (H202), acido hipocloroso (HCIO), ozénio (O3) e o oxigénio singleto
(O2) (POUROVA et al., 2010).

As ERONSs, refere-se aos radicais de nitrogénio juntamente com outras
moléculas reativas onde o centro reativo € nitrogénio. Eles sdo derivados da
simples molécula de oxido nitrico (NO) sintetizada in vivo durante a conversao
de L-arginina em L-citrulina pela enzima 6xido nitrico sintase. As ERNs incluem
dioxido nitrico de radical livre (NO2-) e varios radicais nao livres, como
peroxinitrito (ONOQO") e sua forma protonada (acido peroxinitroso, ONOOH),
alquilperoxinitrito (ROONO) e nitrosil (NO*) (ADAMS; FRANCO; ESTEVEZ,
2015; TAUFFENBERGER; MAGISTRETTI, 2021).

As fontes principais de espécies reativas sdo a cadeia respiratéria

mitocondrial e 0 complexo enzimatico da nicotinamida adenina dinucleotidio
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fosfato reduzida (NADPH) (WEN, X. et al., 2013). A producéo dos radicais livres
também pode ser realizada através de peroxissomos e enzimas, como a xantina
oxidase, a citocromo P450 e lipoxigenases. Além disso, podem ser produzidas
durante a resposta celular a xenobidticos ou citocinas liberadas como parte de
um mecanismo de defesa (TAUFFENBERGER; MAGISTRETTI, 2021).

A producdo de energia pela cadeia de transportadora de elétrons
mitocondrial € responsavel pela maioria das EROS na célula. Esse vazamento
de proétons, oriundo da oxidacdo de NADH e FADH2, nos complexos | (NADH
desidrogenase) e Il (coenzima Q e citocromo ¢ oxidorredutase) da cadeia
transportadora de elétrons, produz O2~ (TAUFFENBERGER; MAGISTRETTI,
2021). Enquanto o complexo enziméatico NADPH oxidase, situado ligado a
membrana, também é responsavel pela producao de Oz~ (WANG et al., 2018).

O Oz participa de varias reacdes produzindo uma variedade de EROs e
ERNs, como peroxido de hidrogénio e peroxinitrito, a partir do qual muitas
espécies radicais secundarias adicionais podem ser geradas (WANG et al.,
2018). O Oz tem vida curta, e pode ser convertido em H202, tanto por
dismutacdo espontdnea quanto pela atividade -catalitica da superoxido
dismutase (SOD). O peroxido de hidrogénio € uma forma mais estavel de EROs
gue pode se difundir através das membranas (LIOCHEV, 2013).

O excesso de peroxido de hidrogénio € limitado principalmente pela
atividade de outras enzimas antioxidantes, como a glutationa peroxidase (GSH-
Px) e as catalases (CAT), ativas no citoplasma e no peroxissomo,
respectivamente. Os produtos finais dessas enzimas sao agua e oxigénio (SU
etal., 2019). O H20:2 pode ser convertido ao radical hidroxila (OH"), na presenca
de metais de transicdo reduzidos (Fe?*e Cu?*), sendo extremamente ativo e
oxidante para lipidios, proteinas e DNA (USHIO-FUKAI et al., 2021).

Os antioxidantes podem neutralizar os radicais livres e neutralizar os
oxidantes, e podem ser divididos em antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos. Os principais antioxidantes enzimaticos incluem a SOD, CAT,
GSH-Px e a glutationa S-transferase, a glutationa redutase, glutationa sintetase,
e a peroxirredoxina. Os antioxidantes ndo enzimaticos incluem a nicotinamida,
vitaminas ou seus analogos (vitaminas A, C e E; coenzima Q10; e flavondides),
minerais (selénio e zinco) e metabdlitos (bilirrubina e melatonina) (SU et al.,
2019).
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A regulacédo é realizada de forma cuidadosa por varios antioxidantes, e o
desequilibrio entre a formacéao de EROs e ERNs com a capacidade antioxidante
celular desencadeia-se o estresse oxidativo. (POUROVA et al., 2010).

O estresse oxidativo ja tem sido amplamente estudado na hipertensao.
Os danos provenientes do estresse oxidativo, como a oxidac&do de proteinas e
sinalizacédo celular desregulada, levando a inflamacéao, proliferacdo, apoptose,
migracao e fibrose, que sdo processos importantes que contribuem para fungao
vascular prejudicada, remodelacéo cardiovascular, disfuncdo renal (CASE;
TIAN, J.; ZIMMERMAN, 2017; HONG, Y. A.; PARK, 2021; TOUYZ et al., 2020).

2.6 Estresse oxidativo e alteracdes cardiacas e renais

Uma variedade de doencas cardiovasculares, como a hipertensao, tem
sido associada, pelo menos parcialmente, com um excesso de producdo de
espécies reativas de oxigénio (KATTOOR et al., 2017; SAMMAN TAHHAN et al.,
2017; SENONER; DICHTL, 2019). Dentre as doencas cardiovasculares, estudos
envolvendo a hipertensao ja tem demonstrado a sua associagdo com EROs e a
reducdo da biodisponibilidade das enzimas antioxidantes (BARADARAN;
NASRI; RAFI EIAN-KOPAEI, 2014).

O estresse oxidativo € um mecanismo que causa lesdo tecidual em
multiplos sistemas e oOrgdos, além dos o6rgdos que sao relacionados
fisiopatologia da hipertensdo, e os oOrgdos-alvo associados ao dano em
decorréncia da hipertensao (GRIENDLING et al., 2021).

Em estudos com hipertrofia cardiaca, descobriu-se que 0 estresse
oxidativo ativa as cascatas de sinalizac&o pro-hipertroficas e de remodelamento
sensiveis a EROS e, de forma consistente, o tratamento com antioxidantes
demonstrou atenuar a resposta hipertréfica, como evidenciado pela reducéo na
remodelamento cardiaco e melhorias na funcéo cardiaca em véarios modelos
animais (POL, VAN DER et al., 2019; SEDDON; LOOI; SHAH, 2007).

Outro estudo, demonstrou que a hipertrofia cardiaca, tem associacédo da
regulagdo positiva da NOX5 (NADPH oxidase 5). Experimentos com
camundongos expressando NOX5 humano, foi observado que a hipertrofia
ventricular esquerda, fibrose intersticial e disfuncédo contratil, foi induzida de

forma exagerada, em animais com sobrecarga de pressdo e em animais com
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infus@o de angiotensina Il em comparacdo com camundongos do tipo selvagem
(ZHAO et al., 2020).

O desenvolvimento de fibrose intersticial € uma caracteristica importante
do remodelamento cardiaco, e estudos j& demonstraram a associacao da fibrose
com EO. A fibrose cardiaca intersticial induzida pela infusdo de angiotensina Il
foi associada ao aumento da expressdo de NOX2 (NADPH oxidase 2) e
conseguiu ser quase completamente abolida em camundongos knockout para
NOX2 (JOHAR et al., 2006).

O anion superéxido e seu sucessor metabdlico imediato perdxido de
hidrogénio se destacaram como agentes de sinalizacdo autdcrinos e paracrinos
capazes de efetuar hipertrofia e proliferacdo vascular e cardiaca em doencas
cardiovasculares (CIFUENTES; PAGANO, 2006).

O estresse oxidativo, além de estar associado a alteragbes cardiacas,
também esta associado a alteracbes renais. O rim é um 0Orgdo altamente
metabolico com altos niveis de oxidagdo. Os rins tém uma grande demanda de
energia, principalmente dentro das células tubulares proximais; isso esta
relacionado ao seu papel na reabsorcdo de nutrientes criticos ap0s a filtracao
glomerular. Como tal, o rim é particularmente vulneravel a danos causados pelo
estresse oxidativo (KITADA et al., 2020).

O papel de EROs e ERNs € considerado um fator critico envolvido no
inicio e progressao de varias doencas e lesdes renais de mamiferos, incluindo
nefropatia diabética, lesdo de isquemia-reperfusdo, lesao renal relacionada a
hipertensédo e varias formas de sindromes inflamatorias (ARAUJO, M.; WILCOX,
2014; RATLIFF et al., 2016).

As EROs tém efeitos funcionais no rim, e varios mecanismos celulares
renais, incluindo transporte tubular de sodio, feedback tubuloglomerular,
migracdo e crescimento celular, hipertrofia, expressdo de genes inflamatorios e
da matriz extracelular, além da apoptose. Os efeitos das EROs geradas em
varios componentes do rim dependem, em Ultima analise, das concentracfes
geradas localmente e do equilibrio das vias pré e antioxidantes (ARAUJO, M.;
WILCOX, 2014; RATLIFF et al., 2016).

Estudos ja demonstraram a associacdo de antioxidantes com a
diminuicdo de alteragbes renais em diversas doencas. Tan e colaboradores

(2015) demonstraram que a SOD3 consegue proteger o rim de alteragcdes ndo
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benéficas, como o aumento da proteinuria e fibrose renal, bem como a lesdo de
podaocitos (TAN et al., 2015). Além disso, em outro estudo foi demonstrado que
delecdo de SOD3 diminuiu a recuperacdo do fluxo sanguineo renal apdés
iIsquemia renal e aumentou significativamente a necrose tubular e a formacéo de
cilindros tubulares apos a reperfusdo (SCHNEIDER et al., 2010).

Outros estudos, envolvendo a deficiéncia de enzimas antioxidantes,
demonstraram causar alteracdes renais. A deficiéncia de CAT, foi relatada para
aumentar a fibrose tuabulo intersticial e os produtos de peroxidacao lipidica de
lesBes tubulo intersticiais (SUNAMI et al., 2004). Brezniceanu e colaboradores
(2008) demonstraram que na nefropatia diabética, a super expressao especifica
no tubulo proximal de CAT conseguiu inibir a producédo de ROS renais e fibrose
tubulo intersticial (BREZNICEANU et al., 2008).

Dessa forma, buscar alternativas de substancias que possuam atividade
anti-hipertensiva, e paralelamente, melhorem os danos nos orgaos-alvo da

hipertenséo, como substancias antioxidantes, devem ser exploradas.

2.7 Carvacrol

O uso medicinal de fitoquimicos vem desde a criagcdo humana, e ao longo
dos anos, os produtos naturais constituem uma alternativa no estudo de
moléculas potencialmente terapéuticas e tém contribuido significantemente na
descoberta e desenvolvimento de importantes e modernas drogas terapéuticas
(RAJPUT et al., 2018).

A literatura vem mostrando que 0os monoterpenos apresentam diversas
atividades farmacoldégicas, estas substancias sdo hidrocarbonetos extraidos de
Oleos essenciais (OE), formados a partir de uma unidade bésica, o isopreno
[CH3C(CH2)CH2CH2], sendo constituidos de duas unidades isoprénicas (10
atomos de carbono).

Dentre os monoterpenos, temos o carvacrol, um monoterpeno fendlico
liquido, associado a diversas propriedades farmacoldgicas que ja foram descritas
anteriormente na literatura. Encontrado em varios 6leos essenciais que Sao
comumente usados na medicina tradicional. Os OE s&o misturas naturais

complexas, sintetizadas pelas plantas aromaticas, e possuem de 20-60
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componentes em diferentes concentragbes, englobando substancias de
diferentes grupos quimicos (SILVA et al., 2018)

Dentre as diversas plantas aromaticas que possuem carvacrol como
componente de seu OE, podemos destacar a Origanum dictammus (dittany de
creta), Origanum vulgare (orégano) , Origanum majorana (manjerona), Thymbra
capitata (orégano espanhol), Thymus vulgaris e Thymus zygis (tomilho), Thymus
serpyllum (tomilho banco), Satureja montana (salgado de inverno) e Nigella
sativa (Figura 1) (SHARIFI-RAD et al.,, 2018; SUNTRES; COCCIMIGLIO;
ALIPOUR, 2015).

Figura 1 - Plantas que possuem carvacrol em seu 6leo essencial.

Plantas que possuem carvacrol na composicdo do seu 6leo essencial. a) Origanum vulgare
(6regano), b) Satureja montana (salgado de inverno), ¢) Origanum majorana (manjerona), d)
Nigella sativa. Fonte: RAJPUT et al., 2018.

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol), com férmula molecular Ci0H140
(Figura 2) e peso de 150,22 g/mol, possui propriedades lipofilicas e densidade
de 0,976 g/ml a temperatura ambiente (25°C), € insolavel em agua e tem ponto
de fusdo de 2°C e de ebulicdo 234-236°C. Além disso, possui caracteristica
pungente e odor aromatico, semelhante ao orégano (MARCHESE et al., 2018;
SHARIFI-RAD et al., 2018).
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Figura 2 - Estrutura molecular do carvacrol.
CH;

OH

H,C CH,

Fonte: MARCHESE et al., 2018.

As informacfes sobre toxicologia sdo bem estabelecidas na literatura, ja
foi relatado que a DLso em ratos € de 810 mg/kg de peso corporal quando
administrado por via oral (HAGAN et al.,, 1967; SUNTRES, COCCIMIGLIO,
ALIPOUR, 2015). O carvacrol mostrou uma atividade fraca nos estudos de
mutagenecidade. Estudos do metabolismo, mostrou que o carvacrol é excretado
na urina pés 24 horas inalterado ou como conjugados de glucoronideo e sulfato
(VINCENZI et al., 2004).

A toxicidade pré-clinica do 6leo essencial Origanum vulgare, que possui
o carvacrol como um dos componentes, ja foi determinada utilizando ratas
Wistar, onde foi demonstrado que a administracédo de 3% por via oral e intra-
vaginal do 6leo essencial do Origanum vulgare por um periodo de 30 dias, nédo
causou efeitos toxicos, levando em conta a auséncia de alteracdes na massa de
orgaos, da massa corporal e da auséncia de alteracdes de hemograma (CLEFF
et al., 2008).

O carvacrol apresenta uma ampla atividade farmacol6gica, compreende
desde a sua atividade antibacteriana, como efeitos sobre as diferentes géneros
de bactérias, como Streptococcus (WIJESUNDARA et al, 2021) e
Staphylococcus (ABED et al., 2021; SILVEIRA et al., 2020), além de apresentar
atividade antifungica, como os efeitos relatos contra fungo da espécie Candida
albicans (MIRANDA-CADENA et al., 2021), atividade antiviral (WANG et al.,
2020), anti-inflamatéria (LIMA et al., 2013), antioxidante (LEE et al., 2015) e
anticarcinogénicas (ARUNASREE, 2010) também séo bem exploradas.

O carvacrol possui efeitos antioxidantes bem conhecidos, sendo capaz de

melhorar a atividade de enzimas antioxidantes celulares, como a superéxido
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dismutae, catalase, glutationa, peroxidase e 0s niveis antioxidantes nao
enzimaticos, como a glutationa reduzida (SHARIFI-RAD, M. et al., 2018).
Entretanto, quando utilizado em concentracdes elevadas, o carvacrol induz um
efeito pré-oxidante (LLANA-RUIZ-CABELLO et al., 2015).

Estudos anteriores, desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa
demonstrou que o carvacrol consegue induzir um efeito vasorelaxante em aorta
por agir sobre TRPV1, TRPV4, TRPM7, TRPM8 e TRPC1l. O carvacrol
provavelmente induziu um efeito hipotensor por agéo sobre os canais TRPV1 e
TRPV4 (DANTAS, 2014). Ademais, o carvacrol apresentou efeitos importantes
sobre a pressao arterial pulmonar, hipertrofia ventricular direita e remodelamento
vascular pulmonar (ALVES, 2019).

Estudos recentes também demonstraram que o carvacrol possui efeito
anti-hipertensivo (COSTA et al., 2021; DIAS et al., 2022). Além disso, alguns
achados relatam que o carvacrol tem efeito anti-hipertrofico sobre
cardiomidcitos, em modelos de ratos com bandagem adrtica, e ainda consegue
diminuir a deposi¢do de coldgeno sobre o tecido cardiaco em camundongos
diabéticos (HOU et al., 2019; JAMHIRI et al., 2019). No entanto, ndo ha relatos
sobre o0s possiveis efeitos protetores do carvacrol sobre as alteracdes cardiacas
e renais em ratos espontaneamente hipertensos.

Logo, devido a ampla atividade biolégica do carvacrol relatada na
literatura, tendo como destaque sua atividade antioxidante e sua baixa
toxicidade, torna-se importante ampliar o conhecimento acerca das propriedades
do carvacrol, principalmente aos danos relacionados a hipertensdo. Portanto, o
presente estudo visa investigar os efeitos do tratamento com carvacrol sobre os
efeitos do tratamento do carvacrol sobre as alteracdes cardiacas e renais de

ratos espontaneamente hipertensos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito do tratamento com carvacrol sobre as alteracdes

cardiacas e renais em ratos espontaneamente hipertensos.

3.2 Especificos

Avaliar o efeito do tratamento do carvacrol, sobre pressao arterial sistolica

de ratos espontaneamente hipertensos;

Avaliar o efeito do tratamento do carvacrol, sobre a funcéo cardiaca;

Investigar o efeito do tratamento do carvacrol, sobre a hipertrofia cardiaca

e renal;

Descrever o efeito do tratamento do carvacrol, sobre as alteracfes

histopatoldgicas no tecido cardiaco e no rim;

Descrever a acao do carvacrol sobre indicadores plasmaticos de funcéo

renal;

Descrever a acdo do carvacrol sobre espécies reativas de oxigénio, em

especifico os anions superéxido no tecido cardiaco e no rim;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo e consideracdes éticas

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Farmacologia
Cardiovascular localizado no Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos (IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus
I, Jodo Pessoa. Tratou-se de um estudo experimental com ensaios
farmacoldgicos e moleculares utilizando técnicas in vivo e in vitro. Para execucao
da referida pesquisa, o projeto foi submetido a analise e aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA), da UFPB, sob protocolo n° 6638150621
(Anexo A).

4.2 Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar Kyoto
(WKY) e ratos espontaneamente hipertensos (SHR), com 11 semanas de idade.
Os animais foram provenientes da Unidade de Producdo Animal (UPA) do
IPeFarm/UFPB, e foram mantidos durante todo o tratamento no Laboratério de
Avaliacdo pré-clinico da UFPB. Os animais foram mantidos sob condi¢cdes
controladas de temperatura (21 £ 1 °C), em ciclo claro-escuro de 12 horas, e
umidade, além de livre acesso a agua e racao (racao tipo “pallets” Irradiada,

Quintia®).

4.3 Substancias utilizadas

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas as seguintes
substancias: di-hidroetidio (DHE) e cremophor® obtidos da Sigma-Aldrich Brasil
Ltda (Sao Paulo-SP, Brasil). O cloreto de sédio (NaCl) foi obtido da Dinamica
Quimica Contemporanea Ltda (Indaiatuba-SP, Brasil). O Cloridrato de xilazina
foi obtido da Ceva (Paulinia-SP, Brasil) e cloridrato de cetamina obtido da Syntec
(Hrtolandia-SP, Brasil). O resveratrol foi obtido da VTD comércio farmacéutico
LTDA (Joao Pessoa-PB, Brasil).
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Todas as substancias foram solubilizas em agua de osmose reversa e
foram mantidas entre 0 a 4°C e somente retiradas no momento de cada
experimento, jA o carvacrol que foi solubilizado com cremophor® e o di-

hidroetideo foi solubilizado em PBS (tampéo fosfato salino).

4.4 Obtencéao e preparacao das solucdes de carvacrol

O carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) utilizado foi o da Sigma-Aldrich Brasil
LTDA, com 98% de pureza, referéncia: 282197-10g, com férmula molecular
C10H140, massa molecular de 150,217 g/mol e densidade 0,98 g/ml.

A solucéo estoque de carvacrol foi preparada solubilizando o carvacrol em
cremophor®. As concentraces utilizadas para o tratamento dos animais
experimentais foram obtidas a partir da diluicdo da solug&o estoque em solucéo
salina até a obtencéo das concentracdes necessarias. As diluicbes foram feitas
para uso em até 24 horas. As concentracdes de cremophor® em solucdo néo
excedeu 0,03%.

4.5 Solucobes

As solucgdes fisiologicas foram preparadas a partir do uso das substancias:
cloreto de sddio (NaCl), o fosfato de sdédio monobasico (NaH2PO4 H20) e fosfato
de sodio bibasico (NaHPOs4 2H20). Os quadros a seguir mostram as
concentracfes utilizadas de cada substancia para as solucdes nutritivas de
solucao salina fisiol6gica (quadro 1) e PBS (quadro 2), que sera utilizada durante

a limpeza dos 6rgaos e das laminas, respectivamente.

Quadro 1 - Composicao da solucéo salina fisiologica.

Substancia Concentragao (mmol/L)

NaCl 161,0
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Quadro 2 - Composicao da solugcao PBS.

Substéancia Concentracdo (mmol/L)
NaCl 161,0
NaH2PO4 1,8
NaHPO4 15,8

Fonte: FOLDVARI et al., 1998

4.6 Delineamento experimental

Para atingir os objetivos do trabalho, os ratos Wistar Kyoto representaram
0 grupo normotenso controle (WKY-controle) e foram tratados apenas com o
veiculo cremophor. Os animais SHR, por sua vez, foram divididos,
aleatoriamente, em quatro grupos de animais cada: (1) hipertenso controle
(SHR-CTL); (2) hipertenso tratado com o Carvacrol na dose de 50 mg/kg/dia
(SHR-C50); (3) hipertenso tratado com Carvacrol na dose de 100 mg/kg/dia
(SHR-C100) e (4) hipertenso tratado com Resveratrol (SHR-RE10) (Figura 3).

Figura 3 - Esquema dos grupos utilizados para a avaliacdo do efeito do

carvacrol sobre as alteracdes cardiacas e renais.

GRUPOS
EXPERIMENTAIS

NORMOTENSO HIPERTENSO
(WKY) (SHR)
‘ WKY “ SHR ‘ C50 ‘ C100 ‘ RE10 |

WKY: Ratos Wistar Kyoto tratados com veiculo; SHR: Ratos espontaneamente hipertensos;
SHR: Ratos espontaneamente hipertensos tratados com salina; C50: Ratos espontaneamente
hipertensos tratados com 50 mg/kg/dia de carvacrol; C100: Ratos espontaneamente hipertensos
tratados com 100 mg/kg/dia de carvacrol. RE10: Ratos espontaneamente hipertensos tratados
com 10 mg/kg/dia de resveratrol.

Fonte: LIMA, 2022.
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Todos os animais foram tratados por meio da administracao diaria, por via
oral (v. 0.), durante 28 dias. Os grupos controles, tanto normotenso como
hipertenso, receberam apenas solugdo salina com veiculo, enquanto 0s grupos
hipertensos SHR-C50 e SHR-C100, foram tratados com concentra¢des diluidas
de carvacrol, 50 mg/kg/dia e 100 mg/kg/dia, respectivamente. Os animais do
grupo RE10, receberam resveratrol 10 mg/kg/dia. Os animais tiveram 0 peso
monitorado semanalmente, além disso, no inicio e final do tratamento a pressao
arterial foi monitorada e o0 ecocardiograma foi realizado, enquanto o
eletrocardiograma, andlises bioquimicas e avaliacdo histopatolégica foram

realizadas apenas no final do tratamento (Figura 4).

Figura 4 - Delineamento experimental do tratamento.

1° dia - Inicio do tratamento: 28° dia - Fim do tratamento: Medida indireta
Medida indireta da PA: da PA; eletrocardiograma; ecocardiograma;
ecocardiograma. ’ coleta de sangue; eutanasia dos animais e

coleta de érgaos
|
1 ]
1 1
-7 1 28

Tratamento didrio com carvacrol, resveratrol e o
veiculo por via oral durante 28 dias

Aclimatagao

Representacdo esquematica do desenho experimental do estudo. Os animais foram tratados
durante 28 dias com carvacrol, resveratrol ou veiculo.
Fonte: LIMA, 2022.

4.7 Medida indireta da pressao arterial sistélica

Para monitorar a pressao arterial antes do inicio e ao final do tratamento,
foi utilizado o método de pletismografia de cauda. Inicialmente, os animais foram
previamente aclimatados ao procedimento de afericdo da PAS, durante sete dias
antes da mensuracao do periodo experimental, os animais foram condicionados
a entrarem em um cilindro de acrilico de contencgéo, para que houvesse uma
adaptacdo ao equipamento e, desta forma, prevenir alteracdes pressoricas
devido ao estresse do animal frente ao procedimento.

Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos em uma caixa

aquecida por 10 minutos para dilatacdo da artéria caudal. Posteriormente, 0s
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animais foram transferidos para um restritor de acrilico, onde era possivel manter
a cauda do animal para fora do restritor. Um manguito foi inserido a cauda,
conectado com uma bomba para a insuflagdo, além disso, um sensor de pulso
para captacéo do pulso arterial. O sensor foi conectado ao amplificador e este
ao computador, para obtencao dos dados pressoricos. Apés a estabilizacdo dos
sinais de pulso e frequéncia cardiaca, o manguito foi insuflado para haver a
oclusao do fluxo sanguineo, e logo em seguida o manguito foi desinflado, para
entdo haver o retorno do fluxo de sangue. O valor da PAS foi calculado a partir
da média aritmética de trés afericbes consecutivas. O sistema para aquisi¢cao de
dados que foi utilizado foi da ADinstruments e os sinais de pressao e de pulso

foram amplificados e registrados pelo software Labchart 7°.

4.8 Eletrocardiograma

Para realizacao do eletrocardiograma (ECG) foi utilizando a derivacao DII,
para isso, os animais foram anestesiados e tiveram eletrodos implantados
subcutaneamente, nos membros inferiores do animal, e foram conectados a um
amplificador BIOMAP (ADinstruments®, Australia). Em seguida, os dados foram
digitalizados através de um conversor A/D PowerLab (ADinstruments®,
Australia). A derivacdo DIl foi selecionada por ser a que menos influenciada pela
rotacdo do coragdo dos ratos, e poderia refletir a excitacdo cardiaca total (Figura
6). Cada gravacdao durou trés minutos, com velocidade de 50 mm/s e tensao de
1 mv/cm. Os registros foram avaliados com a utilizacdo de software Labchart

(ADinstruments®, Australia).
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Figura 5 - Representacdo esquematica do eletrocardiograma.

Representacéo esquematica do ECG na derivacado DIl.Fonte: Adaptado de VIEIRA, 2017.

4.9 Ecocardiograma transtoracico

O ecocardiograma transtoracico foi utilizado para avaliar o efeito do
tratamento com o carvacrol sobre os parametros cardiacos. No total foram
realizadas duas avaliacbes ecocardiograficas, em diferentes momentos do
periodo experimental, onde a primeira foi realizada antes do inicio do tratamento
e a segunda ao final do tratamento.

Para as analises ecocardiograficas, os animais foram pesados, e em
seguida receberam anestesia via intraperitoneal com uma associacdo de
cetamia e xilazina. Posteriormente, foi realizada a tricotomia da porgéo esquerda
do térax dos ratos, e entdo, foram posicionados em decubito dorsal. Os animais,
em seguida, passaram pela avaliacdo ecocardiografica, onde foram avaliadas,
nos modos mono e bidimensional, as variaveis: didmetro sistolico, diametro
diastolico, espessura do septo interventricular e espessura da parede posterior
do ventriculo esquerdo. O exame foi realizado com o auxilio do equipamento de
ultrassom portéatil modelo SonoSite M-Turbo (FUJIFILM SonoSite, Inc.), usando

um transdutor de 6-13 MHz de frequéncia.
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Os parametros foram calculados ao longo de trés ciclos cardiacos
consecutivos, utilizando as seguintes equacdes (AZAR et al., 2014; BROWN et
al., 2002; QUINTANA-VILLAMANDOS et al., 2017):

Massa ventricular esquerda (g) = 0.8 (1.04 (DIVED + EPPD + ESIVD)? -
DIVED)®)+ 0.6 g

Volume diastélico final (mL) = 1.047 (LVIDd)3

Volume sistélico final (mL) = 1.047 (LVIDs)3

Volume sistélico (mL) = VDF — VSF

Fracao de ejecao (%) = (VS / VDF) x 100

Fracdo de encurtamento (%) = (LVEDD-LVESD)/LVEDD x 100

Onde:
DIVED: diametro interno do ventriculo esquerdo na diastole
DIVES: diametro interno do ventriculo esquerdo na sistole
EPPD: espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo na diastole
ESIVD: espessura do septo interventricular na diastole
VDF: volume diastélico final
VSF: volume sistdlico final

VS: volume sistolico

Figura 6 - Representacdo da imagem gerada durante a avaliacéo

ecocardiogréfica.

Fonte: LIMA, 2021.
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4.10 Avaliacao dos indicadores plasmaticos de funcéo renal

As andlises bioguimicas foram realizadas a partir da coleta de amostras
de sangue da veia cava inferior em tubos com gel ativador de coagulo. As
amostras foram centrifugadas (2000 rpm por 10 min) para obtencéo do soro. O
soro foi entdo utilizado para determinar a atividade sérica da creatinina e da
ureia. As analises bioquimicas foram determinadas através de leituras
espectroscopicas automatizadas, com o auxilio do analisador bioquimico
automéatico modelo HumasStar 200 (InVitro, SP, Brasil) por meio de rea¢des com

Kits comerciais (InVitro diagnostica LTDA).

4.11 Isolamento de 6rgéos

Os ratos WKY e os ratos SHR (tradados ou ndo) foram eutanasiados com
trés vezes a dose para anestesia, uma associacao de um anestésico dissociativo
(cetamina) com um agonista de adrenorreceptores alfa-2 (xilazina),
administrados por via intraperitonial. Em seguida, a morte dos animais foi
confirmada para prosseguimento dos experimentos.

Os animais foram submetidos a um corte na regido do abdémen para
retirada dos rins (direito e esquerdo), e a abertura do térax para retirada do
coracdo. Posteriormente, os 6rgdos foram lavados com solucao fisiolégica e
secos usando papel de filtro absorvente e o peso imido do coracéo e do rim foi
determinado. Os dados foram transcritos como o valor bruto da massa de cada
orgdo, como também foi realizada a relacdo da massa do 6rgdo com a peso
corporal do animal.

Os 6rgédos foram armazenados de acordo com protocolo a qual os tecidos
foram submetidos, o armazenamento durou até a data do processamento da
amostra. Para avaliacéo histoldgica o coracéo e os rins foram armazenados em
solucao de formalina a 10%. Para avaliar a producédo de anions superoxidos, o
coragdo e os rins foram incluidos em meio de congelamento e imediatamente

congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C.
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4.12 Histologia de 6rgéaos

Para averiguar a existéncia de desarranjos estruturais no miocérdio e no
rim, os orgaos foram fixados em tampéo de formalina a 10%. Em seguida, foram
desidratados e incorporados a parafina, seccionado em 3 uym de espessura e
posteriormente foram fixadas em laminas e iniciado o processo de coloragcdo com
hematoxilina e eosina (HE) e ou tricomio de masson (TM).

Nas alteragBes patologicas identificadas no coragdo, através da
coloracdo por HE, foram considerados o desarranjo miofiblrilar, morte celular,
alteracbes do crescimento celular ndo neoplasicos além de processos
inflamatérios. Nas alteracdes patoldgicas identificadas no rim, através da
coloragdo por HE, foram observadas alteragdes do crescimento celular ndo
neoplasicos além de processos inflamatorios.

Enquanto as alteracdes identificadas por TM, no coracdo e rim, incluem
as alteracdes na deposicao de matriz extracelular, em especial o colageno. As
alteragcOes relacionadas a deposicdo de matriz extracelular, em especial o
colageno, evidenciadas em azul. A porcentagem total da &rea de marcagéo para
0 colageno no coracdo e no rim foi calculada como através de algoritmos
presentes no software KS400, observando desta maneira a area total em
micrometro quadrado.

Para captacdo e analise das imagens, as fotomicrografias foram
realizadas em aumento total de 400x com o auxilio de um microscépio de luz,
ligado a uma camera de video digital (Nikon DS-Ri2) e a um computador

equipado com um software analisador de imagem.

4.13 Avaliacdo da producéao de anions superoxidos (027 ) in situ

A avaliacdo da producéo in situ de O2 no tecido cardiaco e no rim dos
ratos wistar kyoto e ratos espontaneamente hipertensos, os 6rgdos, apés
separados foram incluidos em OCT (Tissue-Tek®) e congelados em nitrogénio
liguido, em seguida, foram armazenados a -80 °C até a microtomia. Os tecidos
foram cortados em secc¢des transversais de 10 um com o auxilio de um criostato

(Crysostat Leila, Nussloc, Alemanha).
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Para a realizacdo da medida de Oz, as laminas com os cortes de tecidos
foram lavadas com solucdo PBS (quadro 2). Posteriormente, foram incubadas
com 5 uM da sonda DHE, por 30 min a 37° C, em camara Umida, ao abrigo da
luz (WOJTALA et al., 2014). Em seguida, os cortes foram lavados com PBS, a
fim de remover o excesso da sonda fluorescente, e levado para analise no
microscopio de fluorescéncia (NIKON Eclipse Ti-S, NIKON, Japao).

A intensidade de fluorescéncia do DHE foi utilizada para mensurar a
concentracdo de Oz nos diferentes grupos experimentais. O DHE €& oxidado
pelos Oz presentes no citosol das células e forma um produto intermediario, o 2-
hidroxietidio (2-OHEt+), que forma uma fluorescéncia vermelha. O 2-OHEt+ &
excitado em 500 nm e possui uma emissdo de 580 nm (SHEN et al., 2016;
WOJTALA et al., 2014).

A obtencéo das imagens dos grupos foi realizada utilizando o software
NIS Elements versédo 4.02 e a intensidade de fluorescéncia foi determinada
utilizando o software ImageJ. Os dados foram expressos na forma de A de
porcentagem de fluorescéncia, normalizados pela fluorescéncia emitida pelo
DHE do grupo controle. A fluorescéncia obtida para os diferentes grupos de
tratamento foi determinada de acordo com a seguinte equagdo: A%
Fluorescéncia = (TRATADO - CONTROLE) X 100/ CONTROLE

4.14 Anélise estatistica

Todos os dados estdo expressos em valores médios = E. P. M. (erro
padrdo da média). As analises estatisticas para comparacao entre grupos foram
feitas usando “one-way” ou “two-way”, seguido do pelo pds-teste de Turkey. Os
dados foram considerados significativos quando p < 0,05. Todas as analises
realizadas serdo calculadas pelo programa estatistico Graph Pad Prism versao
6.0°.
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5 Resultados



5. RESULTADOS

5.1 Efeito do carvacrol sobre a pressado arterial sistdlica em ratos

espontaneamente hipertensos

No inicio do tratamento, a PAS do grupo WKY (138 * 2,8 mmHg, n=6), foi
significativamente inferior aos grupos SHR (186,6 + 5,1 mmHg, n=7), C50 (193,3
+ 3,7 mmHg, n=5), C100 (188,7 + 3,2 mmHg, n=9), e RE10 (194,2 + 3,2 mmHg,
n=5) (p > 0,05). Apds o final do tratamento, 0s niveis pressoricos entre 0 grupo
WKY (137 = 3,5 mmHg, n=6) e os demais grupos, continuou sendo
significativamente inferior (Figura 7).

Quando os niveis de PAS foram mensurados ao final das quatro semanas
de tratamento, os grupos C50 (171 + 3,8 mmHg, n=5) e C100 (163,7 + 2,7 mmHg,
n=9), que foram tratados com carvacrol, e o grupo RE10 (168,7 + 5,2 mmHg,
n=5) (p > 0,05), tratado com resveratrol, apresentaram niveis de PAS
significativamente inferiores quando comparados com o grupo SHR (202,04 +
5,1 mmHg (n=7).

Figura 7 - Medida da presséo arterial sistolica em relac&o inicio e final de

tratamento.
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Valores médios da presséao arterial sistélica (mmHg) em relacdo ao inicio e final do tratamento
dos diferentes grupos experimentais, tratados durante vinte e oito dias. Grupos: WKY, controle
normotenso (n = 6); SHR, controle hipertenso (n = 7); C50, animais hipertensos tratados com 50
mg/kg de carvacrol (n = 5); C100, animais hipertensos tratados com 100 mg/kg de carvacrol (n =
7); RE10, animais hipertensos tratados com 10 mg/kg de resveratrol (n = 5). Os resultados estédo
expressos como média + E. P. M. Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico
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ANOVA two way, seguido de poés-teste de Turkey. *p < 0,05 vs WKY-CTL,; #p < 0,05 vs SHR-
CTL final; tp < 0,05 vs inicio de tratamento. Fonte: AUTOR, 2022.

Os grupos C50 e C100, que possuiam a PAS no inicio do tratamento de
193,3 + 3,7 mmHg e 188,7 + 3,2 mmHg, respectivamente, apresentaram uma
reducdo significativa da PAS apds o tratamento com carvacrol, reduzindo a PAS
para 171 + 3,8 mmHg (C50) e 163,7 = 2,7 mmHg (C100). Além disso, o
tratamento com o resveratrol conseguiu reduzir a PAS do grupo RE10, de 194,2
+ 3,2 mmHg para 168,7 + 5,2 mmHg (Figura 1).

5.2 Avaliacédo do peso corporal dos animais durante o tratamento com

carvacrol

Ao longo dos vinte oito dias de tratamento, n&o foi constato diferenca
estatistica entre o peso corporal dos diferentes grupos experimentais. No inicio
do tratamento, os animais apresentaram medias de peso corporal semelhantes,
sendo o grupo WKY com média de 283 £ 2,85 g (n=6), o grupo SHR com 287,4
+13,3g (n=6), C50 com 296 £ 18 g (h=5), C100 com 282 + 7,5 g (n=6), enquanto
o grupo RE10 272 + 8,5 g (n= 6) (Figura 8)

Figura 8 - Peso corporal dos diferentes grupos experimentais no inicio e final

do tratamento.
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Valores médios do peso corporal (g) em relagéo ao inicio e ao final do tratamento dos diferentes
grupos experimentais, tratados por vinte oito dias (4 semanas). Grupos: WKY, controle
normotenso (n=6); SHR, controle hipertenso (n=6); C50, animais hipertensos tratados com 50
mg/kg de carvacrol (n=6); C100, animais hipertensos tratados com 100 mg/kg de carvacrol (n=6);
RE10, animais hipertensos tratados com 10 mg/kg de resveratrol (n=6). Os resultados estdo
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expressos como média + E. P. M. Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico
ANOVA one way, seguido do pds-teste de Turkey. Fonte: AUTOR, 2022.

O tratamento diario com o carvacrol (C50: 303 + 10 g; C100298 + 9 g) e
resveratrol (RE10: 296 + 11 g) nao alterou o peso corporal dos grupos de animais
guando foram comparados entre si, sendo o grupo WKY com média de 315 + 8
g (n=6) e o grupo SHR 312,4 + 10,5 g (n=6) (Figura 8).

5.3 Efeito do carvacrol na  hipertrofia cardiaca em ratos

espontaneamente hipertensos

Ao final do tratamento, foi avaliado a hipertrofia cardiaca dos animais nos
diferentes grupos experimentais, através do indice de massa do coracdo. Os
animais do grupo SHR, controle hipertenso, apresentaram um aumento
significativo do indice de massa do coracéo (4,03 + 0,02 mg/g, n=6) (p > 0,05),

guando comparados ao grupo WKY, controle normotenso (3,6 £ 0,1 mg/g, n=6).

Figura 9 - Efeito do carvacrol sobre a hipertrofia cardiaca.
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Valores médios do indice de massa do coracgdo [Peso do coracdo (mg)/ peso do animal (g)] dos
diferentes grupos experimentais, tratados por vinte oito dias (4 semanas). Grupos: WKY, controle
normotenso (n=6); SHR, controle hipertenso (n=6); C50, animais hipertensos tratados com 50
mg/kg de carvacrol (n=6); C100, animais hipertensos tratados com 100 mg/kg de carvacrol (n=6);
RE10, animais hipertensos tratados com 10 mg/kg de resveratrol (n=6). Os resultados estéo
expressos como média + E. P. M. Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico
ANOVA one way, seguido do pés-teste de Turkey. *p < 0,05 vs WKY; #p < 0,05 vs SHR. Fonte:
AUTOR, 2022.

O tratamento com 100 mg/kg do carvacrol (3,9 + 0,03 mg/g, n=6), assim

como o tratamento com 10 mg/kg de resveratrol (3,8 = 0,02 mg/g, n=6), néo
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causou modificacdo no indice de massa do cora¢do quando comparados com o
grupo SHR. Entretanto, apos as quatro semanas de tratamento com 50 mg/kg
do carvacrol (3,7 £ 0,05 mg/g, n=6) (p > 0,05), reduziu significativamente o indice

de massa do coracdo quando comparados com o grupo SHR (Figura 9).

5.4 Efeito do carvacrol na hipertrofia renal em ratos espontaneamente

hipertensos

Para avaliar a hipertrofia renal, foi mensurado do indice renal. Os animais
do grupo WKY, controle normotenso (3,6 £ 0,1 mg/g, n=6), apresentaram um
indice de massa renal inferior aos grupos SHR, controle hipertenso (4,03 + 0,04
mg/g, n=6), C50 (4,01 + 0,07 mg/g, n=6), C100 (4,23 £ 0,07 mg/g, n=6) e RE10
(4,13 £ 0,06 mg/g, n=6) (p > 0,05). O tratamento néo foi capaz de diminuir o

indice de massa renal em relacdo ao grupo SHR (Figura 10).

Figura 10 - Efeito do carvacrol sobre a hipertrofia renal.
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Valores médios do indice de massa renal [Peso do rim (mg)/ peso do animal (g)] dos diferentes
grupos experimentais, tratados por vinte oito dias (4 semanas). Grupos: WKY, controle
normotenso (n=6); SHR, controle hipertenso (n=6); C50, animais hipertensos tratados com 50
mg/kg de carvacrol (n=6); C100, animais hipertensos tratados com 100 mg/kg de carvacrol (n=6);
RE10, animais hipertensos tratados com 10 mg/kg de resveratrol (n=6). Os resultados estéo
expressos como média + E. P. M. Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico
ANOVA one way, seguido do p4s-teste de Turkey. *p < 0,05 vs WKY. Fonte: AUTOR, 2022.
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5.5 Eletrocardiograma

A avaliacdo da frequéncia cardiaca, da duracdo do intervalo QRS e a
duracéo do intervalo QT, foi realizado a partir do eletrocardiograma. Apds quatro
semanas de tratamento, ndo houve diferenca estatistica entre a frequéncia
cardiaca dos animais do grupo WKY (203,5 + 13,5 bpm, n=4) e SHR (195 + 11,7
bpm, n=5). Além disso, ndo foi observado alteracao significativa na FC apés o
tratamento do grupo C50 (222,25 + 9,1 bpm, n=4), C100 (215,5 £ 16,4 bpm, n=4)
e RE10 (236,7 + 38,4 bpm, n=4) (Figura 11).

Figura 11 - Efeito do carvacrol sobre a frequéncia cardiaca.
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Valores médios de frequéncia cardiaca dos diferentes grupos experimentais, tratados por vinte
oito dias (4 semanas). Grupos: WKY, controle normotenso (n=6); SHR, controle hipertenso (n=6);
C50, animais hipertensos tratados com 50 mg/kg de carvacrol (n=6); C100, animais hipertensos
tratados com 100 mg/kg de carvacrol (n=6); RE10, animais hipertensos tratados com 10 mg/kg
de resveratrol (n=6). Os resultados estao expressos como média + E. P. M. Os dados foram
analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way, seguido do pds-teste de Turkey. Fonte:
AUTOR, 2022.

Na figura 12 verificamos que a duracao do intervalo QRS, dos grupos SHR
(24,8 £ 1,4 ms, n=3), C50 (23,4 + 0,2 ms, n=3), C100 (29,7 + 3,8 ms, n=3) e
RE10 (25,7 + 0,8 ms, n=3), foi estatisticamente (p > 0,05) maior em relacdo ao
grupo WKY (14 = 0,3 ms, n=4). Demonstrando que o tratamento realizado
durante quatro semanas com o carvacrol ndo conseguiu reverter o aumento da
duracdo do intervalo QRS (Figura 12 A). Quando analisamos a duracdo do
intervalo QT, os grupos nao apresentaram diferencas significativas (Grafico 12
B).
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Figura 12 - Efeito do carvacrol sobre parametros eletrocardiograficos.
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Valores médios dos paradmetros eletrocardiograficos. A) Efeito do carvacrol sobre a duracéo do
intervalo QRS. B) Efeito do carvacrol sobre a duragdo QT. Dados obtidos apds o tratamento por
vinte oito dias (4 semanas). Grupos: WKY, controle normotenso (n=6); SHR, controle hipertenso
(n=6); C50, animais hipertensos tratados com 50 mg/kg de carvacrol (n=6); C100, animais
hipertensos tratados com 100 mg/kg de carvacrol (h=6); RE10, animais hipertensos tratados com
10 mg/kg de resveratrol (n=6). Os resultados estdo expressos como média + E. P. M. Os dados
foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way, seguido do pos-teste de Turkey.
*p < 0,05 vs WKY-CTL. Fonte: AUTOR, 2022.

5.2 Efeito do carvacrol sobre a fungcéo ventricular esquerda

No inicio e ao final do tratamento, os animais foram submetidos ao exame
de ecocardiograma transtoracico, e os resultados foram analisados entre os
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diferentes grupos e dentro do mesmo grupo, comparando os resultados obtidos
antes do inicio do tratamento e ao final do periodo experimental (Tabela 1).

Dessa forma, podemos observar que ndo houve diferenca estatistica
entre a espessura do septo intraventricular guando comparamos todos 0s grupos
no inicio e ao final do tratamento. Além disso, nédo foi observado modificacao
significativa no diametro do ventriculo esquerdo ao final da diastole e ao final da
sistole, entre os grupos tanto no inicio do tratamento como ap6s o final do
tratamento. A espessura da parede posterior foi avaliada e ndo houve diferenca
estatistica entre da espessura quando comparamos todos 0s grupos no inicio e
ao final do tratamento.

O indice de massa ventricular esquerda foi calculado a partir da diviséo
da massa do ventriculo esquerdo pelo peso corporal do animal. A massa do
ventriculo esquerdo foi mensurada através do ecocardiograma antes de iniciar e
ao final do tratamento. O grupo SHR nédo apresentou diferenca quando
comparado ao WKY, e quando os animais foram tratados com carvacrol ou
resveratrol, também ndo apresentaram diferencas estatisticas quando
comparados ao controle SHR e WKY, assim como comparados aos resultados
do proprio grupo antes do inicio do tratamento.

A fracdo de ejecdo (%) e a fracdo de encurtamento (%) foram calculadas
a partir dos parametros mensurados através do ecocardiograma. O grupo SHR
nao apresentou diferenca quando comparado ao WKY, e quando os animais
foram tratados com carvacrol ou resveratrol, também ndo apresentaram
diferencas estatisticas, quando comparamos todos 0s grupos no inicio e ao final

do tratamento.
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Tabela 1 — Efeito do carvacrol sobre os parametros ecocardiograficos.

WKY SHR C50 C100 RE10

Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final

ES|V 0,138 + 0,13 + 0,128 + 0,136 + 0,135 + 0,14 + 0,125 + 0,135 + 0,125 + 0,135 +
0,008 0,005 0,007 0,004 0,006 0,008 0,008 0,003 0,006 0,004

DVED 0,577+ 0,585+ 0,572 + 0,580 + 0,582 + 0,528 + 0,575 + 0,558 + 0,588 + 0,543 +
0,016 0,007 0,021 0,015 0,015 0,017 0,020 0,014 0,017 0,016

DVES 0,323+ 0,313+ 0,335 + 0,320 + 0,317 + 0,288 + 0,305 + 0,318 + 0,315 + 0,330 +
0,004 0,012 0,013 0,024 0,017 0,010 0,018 0,007 0,013 0,005

EPPD 0,138 + 0,13 + 0,128 + 0,136 + 0,135 + 0,14 + 0,125 + 0,135 + 0,125 + 0,135 +
0,008 0,005 0,007 0,004 0,006 0,008 0,008 0,003 0,006 0,004

L M.V 0,168+ 0,177 + 0,159 + 0,169 + 0,173 + 0,131 + 0,171 + 0,150 + 0,183 + 0,114 +
T 0,017 0,007 0,020 0,009 0,016 0,016 0,020 0,013 0,016 0,022

F Enc 43,713 46,426 + 41,138+ 45,101 + 45371+ 45,292 + 46,812 + 42,883 + 46,502 + 38,918 +
' " +1,760 1,989 2,584 2,929 3,304 2,109 3,080 1,389 1,210 2,420

EE 82,070 84,308 + 79,003+ 82,878 + 82,798 + 83,334 + 84,217+ 81,200 + 84570+ 76,680 +
T +1,764 1,668 2,822 2,706 2,992 1,836 2,443 1,353 1,081 2,570

Valores médios dos parametros ecocardiograficos. ESIV: espessura do septo intraventricular. DVED: didmetro do ventriculo esquerdo ao final da diastole.
DVES: diametro do ventriculo esquerdo ao final da sistole. EPPD: espessura da parede posterior ao final da diastole. 1. M. V.: indice de massa ventricular
esquerda. F. Enc.: Fracdo de encurtamento. F. E.: Fracdo de ejecdo. Dados obtidos antes e apds o tratamento por vinte oito dias (4 semanas). Grupos: WKY,
controle normotenso (n=6); SHR, controle hipertenso (n=5); C50, animais hipertensos tratados com 50 mg/kg de carvacrol (n=5); C100, animais hipertensos
tratados com 100 mg/kg de carvacrol (n=6); RE10, animais hipertensos tratados com 10 mg/kg de resveratrol (n=6). Os resultados estdo expressos como
média + E. P. M. Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way, seguido do pos-teste de Turkey. Fonte: AUTOR, 2022.
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5.3 Efeito do carvacrol sobre os niveis de ureia e creatinina séricos

O grupo SHR (61,6 £ 2,24 mg/dl, n=6) apresentou uma concentracao
significativamente mais elevada de ureia plasmatica, quando comparado ao
grupo WKY, controle normotenso (37,77 £ 2,17 mg/dl, n=5) (p > 0,05). Apés
guatro semanas de tratamento com carvacrol e resveratrol, os grupos C50 (51,47
+ 2,32 mg/dl, n=6), C100 (50,96 * 3,55 mg/dl, n=5) e RE10 (46,72 + 2,47 mg/dl,
n=>5), obtiveram uma concentracdo de ureia plasmatica inferior ao grupo SHR, e
em relacdo ao grupo WKY, apenas os grupos C50 e C100 demonstraram ter
uma concentracao significativamente diferente. Dentre os grupos tratados, C50,
C100 e o RE10, ndo houve diferencas estatisticas entre eles, obtendo médias

de concentracdo de ureia plasmética semelhantes (Figura 13).

Figura 13 - Efeito do carvacrol sobre niveis séricos de ureia.
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Valores médios do efeito do carvacrol sobre os niveis séricos de ureia. Dados obtidos apds o
tratamento por vinte oito dias (4 semanas). Grupos: WKY, controle normotenso (n=5); SHR,
controle hipertenso (n=4); C50, animais hipertensos tratados com 50 mg/kg de carvacrol (n=5);
C100, animais hipertensos tratados com 100 mg/kg de carvacrol (n=4); RE10, animais
hipertensos tratados com 10 mg/kg de resveratrol (n=4). Os resultados estdo expressos como
média + E. P. M. Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way,
seguido do pds-teste de Turkey. *p < 0,05 vs WKY; #p < 0,05 vs SHR. Fonte: LIMA, 2022.

Em relacéo as concentracdes plasmaticas de creatinina, o tratamento com

carvacrol ndo apresentou alteracbes em relacdo aos grupos controles, assim
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como nao houve diferencas estatisticas entre os grupos que receberam o

tratamento com carvacrol e com resveratrol (Figura 14).

Figura 14 - Efeito do carvacrol sobre niveis séricos de creatinina.
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Valores médios do efeito do carvacrol sobre os niveis séricos de creatinina. Dados obtidos ap6és
o tratamento por vinte oito dias (4 semanas). Grupos: WKY, controle normotenso (n=5); SHR,
controle hipertenso (n=4); C50, animais hipertensos tratados com 50 mg/kg de carvacrol (n=5);
C100, animais hipertensos tratados com 100 mg/kg de carvacrol (n=4); RE10, animais
hipertensos tratados com 10 mg/kg de resveratrol (n=4). Os resultados estdo expressos como
média + E. P. M. Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way,
seguido do pos-teste de Turkey. Fonte: LIMA, 2022.

5.4 Avaliacdo do remodelamento do tecido cardiaco

Para investigar as alterac6es no tecido cardiaco ap6s o tratamento com
carvacrol, realizamos uma andlise histoldégica do coracdo, com coloracdo de
hematoxilina-eosina e tricromio de masson. Os resultados da coloracdo de
hematoxilina e eosina mostraram existiu um desarranjo das fibras cardiacas nos
animais hipertensos (SHR, C50 e C100), caracterizado pela presenca de
citoplasma amplo, nucleo central e espaco entre o endomisio quando
comparados ao grupo WKY. Entretanto, os animais hipertensos tratados com
resveratrol, apresentaram um menor desarranjo quando comparados ao grupo
SHR-CTL (Figura 15).
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Figura 15 - Efeitos do carvacrol no coracédo em HE.

U

com hematoxilina-eosina
dos diferentes grupos experimentais, WKY controle, SHR controle, C50, C100 e RE10. As
imagens foram obtidas através de microscépio 6ptico em aumento total de 400x.

Figura 16 - Imagens representativas da deposi¢do de matriz extracelular no

coragao.

Imagens representativas da area de deposicao da matriz extracelular no coracao, através da
coloracdo tricromio de Masson dos diferentes grupos experimentais, WKY controle, SHR
controle, C50, C100 e RE10. As imagens foram obtidas através de microscopio 6ptico em uma
ampliacao de 200x.
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Para investigar alteracbes na matriz intersticial cardiaca, apés o
tratamento com carvacrol, realizamos a analise histolégica com coloracéo de
tricromio de Masson (Figura 16). O grupo SHR (66,6% % 0,9%, n=5)
apresentaram area de deposicdo de matriz extracelular (colageno)
significativamente mais elevado sobre o tecido cardiaco, quando comparado ao
grupo WKY, controle normotenso (47,8% + 0,8%, n=5) (p > 0,05). Ap0s quatro
semanas de tratamento com carvacrol e resveratrol, os grupos C50 (42% = 0,8%,
n=5), C100 (40,6% = 0,2%, n=5) e RE10 (39,8% * 0,2%, n=5), obtiveram uma
area de deposicao de matriz extracelular inferior ao grupo WKY e SHR. Dentre
0s grupos tratados, C50, C100 e o RE10, ndo houve diferencas estatisticas entre
eles, obtendo médias de deposicdo de matriz extracelular semelhantes (Figura
17).

Figura 17 — Area de deposicédo de matriz extracelular.
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Valores médios da area de deposicdo da matriz extracelular no coracdo nos diferentes grupos
experimentais, WKY, controle normotenso (n=5); SHR, controle hipertenso (n=5); C50, animais
hipertensos tratados com 50 mg/kg de carvacrol (n=5); C100, animais hipertensos tratados com
100 mg/kg de carvacrol (n=5); RE10, animais hipertensos tratados com 10 mg/kg de resveratrol
(n=5). Os resultados estdo expressos como média + E. P. M. Os dados foram analisados
utilizando o teste estatistico ANOVA one way, seguido do pés-teste de Turkey. *p < 0,05 vs WKY;
#p < 0,05 vs SHR. Fonte: AUTOR, 2022.

5.5 Avaliacdo do remodelamento do rim de rato espontaneamente

hipertensos

Para investigar as alteracdes renais apds o tratamento com carvacrol,

realizamos a andlise histologica dos rins com coloragdo de hematoxilina-eosina
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e tricrémio de Masson. Os resultados da hematoxilina e eosina mostraram a
presenca de alteracfes degenerativas como a degeneracao tubular no rim nos
animais hipertensos (SHR, C50, C100 e RE10) (Figura 18).

Figura 18 - Efeitos do carvacrol no rim em HE.

WKY SHR

. e ARG : i i b G et ol | ks &
Imagens representativas da organizacéo celular do rim, corada com hematoxilina-eosina dos
diferentes grupos experimentais, WKY controle, SHR controle, C50, C100 e RE10. As imagens
foram obtidas através de microscopio 6ptico em um aumento total de 400x.

A deposicdo da matriz extracelular (colageno) foi avaliada através da
analise histolégica renal com coloracao de tricromio de masson. O grupo SHR
(73% £ 0,8%, n=5) apresentou uma area de deposicdo matriz extracelular
significativamente mais elevada sobre o parénquima renal, quando comparado
ao grupo WKY, controle normotenso (64,2% + 0,9%, n=5) (p > 0,05). Apés quatro
semanas de tratamento com carvacrol e resveratrol, os grupos C50 (58,6% =*
0,4%, n=5), C100 (54,8% + 0,6%, n=5) e RE10 (50,8% + 0,4%, n=5), obtiveram
uma area de deposicao matriz extracelular inferior ao grupo WKY e SHR. Dentre
0S grupos tratados, o grupo C100 apresentou menor deposicdo de matriz
extracelular em comparacdo ao grupo C50, enquanto o RE10 apresentou

deposicdo menor em relacdo ao C100 (Figura 19 e 20).
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Figura 19 - Imagens representativas da area de deposicdo da matriz

extracelular no rim.

Imagens representativas da area deposi¢cdo matriz extracelular renal, através da coloragao
tricromio de masson dos diferentes grupos experimentais, WKY controle, SHR controle, C50,
C100 e RE10. As imagens foram obtidas através de microscopio 6ptico em aumento total de
400x.

Figura 20 — Area de deposicdo da matriz extracelular renal.
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Valores médios da area de deposicdo da matriz extracelular renal nos diferentes grupos
experimentais, WKY, controle normotenso (n=5); SHR, controle hipertenso (n=5); C50, animais
hipertensos tratados com 50 mg/kg de carvacrol (n=5); C100, animais hipertensos tratados com
100 mg/kg de carvacrol (n=5); RE10, animais hipertensos tratados com 10 mg/kg de resveratrol
(n=5). Os resultados estdo expressos como média + E. P. M. Os dados foram analisados
utilizando o teste estatistico ANOVA one way, seguido do pés-teste de Turkey. *p < 0,05 vs WKY;
#p < 0,05 vs SHR; tp < 0,05 vs C50. Fonte: AUTOR, 2022.
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5.10 Efeito do carvacrol sobre o estresse oxidativo no coracéao

O grupo SHR (78,9 = 1,8 %, n=4) apresentou intensidade de fluorescéncia
estatisticamente (p > 0,05) maior em relacdo do grupo WKY (43 + 0,9 %, n=5).
Os tratamentos com C50 (62,28 + 0,6 %, n=5), C100 (52,4 + 0,7 %, n=5) e RE10
(53,4 + 1,5 %, n=5) foram capazes de reduzir a formacédo de anions superdxidos

quando comparados com o grupo SHR (Figura 21 A e B).
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Figura 21 - Efeito do carvacrol sobre a intensidade de fluorescéncia do DHE no

coracao.
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Valores médios da intensidade relativa de fluorescéncia basal (%) do DHE, em cortes
histoldgicos do coragdo. Dados obtidos apds o tratamento por vinte oito dias (4 semanas).
Grupos: WKY, controle normotenso (n=5); SHR, controle hipertenso (n=4); C50, animais
hipertensos tratados com 50 mg/kg de carvacrol (n=5); C100, animais hipertensos tratados com
100 mg/kg de carvacrol (n=5); RE10, animais hipertensos tratados com 10 mg/kg de resveratrol
(n=5). Os resultados estdo expressos como média + E. P. M. Os dados foram analisados
utilizando o teste estatistico ANOVA one way, seguido do pés-teste de Turkey. *p < 0,05 vs WKY;
#p < 0,05 vs SHR. Fonte: AUTOR, 2022.
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5.11 Efeito do carvacrol sobre o estresse oxidativo no rim

O grupo SHR (99,5 = 1,2 %, n=5) apresentou intensidade de fluorescéncia
estatisticamente (p > 0,05) maior em relagéo do grupo WKY (66,9 + 1,68 %, n=4).
Os tratamentos com C50 (89,7 £ 1,8 %, n=5), C100 (80,4 + 2 %, n=4) e RE10 (81
*+ 2,6 %, n=4) foram capazes de reduzir a formacdo de anions superéxidos quando

comparados com o grupo SHR (Figura 22 A e B).
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Figura 22 - Efeito do carvacrol sobre a intensidade de fluorescéncia do DHE no

rim.
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Valores médios da intensidade relativa de fluorescéncia basal (%) do DHE, em cortes
histoldgicos do rim. Dados obtidos apds o tratamento por vinte oito dias (4 semanas). Grupos:
WKY, controle normotenso (n=4); SHR, controle hipertenso (n=5); C50, animais hipertensos
tratados com 50 mg/kg de carvacrol (n=5); C100, animais hipertensos tratados com 100 mg/kg
de carvacrol (n=4); RE10, animais hipertensos tratados com 10 mg/kg de resveratrol (n=4). Os
resultados estao expressos como média = E. P. M. Os dados foram analisados utilizando o teste
estatistico ANOVA one way, seguido do pos-teste de Turkey. *p < 0,05 vs WKY; #p < 0,05 vs
SHR. Fonte: AUTOR, 2022.
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6. DISCUSSAO

Este trabalho foi realizado com a finalidade de avaliar os efeitos do
carvacrol sobre as alteracfes cardiacas e renais provenientes da hipertensao, e
0s possiveis mecanismos envolvidos nesta resposta. O desenvolvimento deste
estudo revelou que o tratamento oral com carvacrol consegue reduzir a fibrose
no coragcao e no rim, e melhora a funcéo renal, provavelmente essa resposta
esta associada a modulacao do estresse oxidativo.

A hipertensédo € uma condicdo com alta prevaléncia e um fator de risco
bem conhecido para morbidade e mortalidade cardiovascular, e esta associada
a alteracbes funcionais e estruturais em oOrgaos do corpo, esses danos ou
disfuncbes sdo comumente denominados como leséao hipertensiva de o6rgaos-
alvo. A gravidade das complicagdes depende da magnitude da elevacao da
pressao arterial e de outros fatores de risco associados a lesdo dos 6rgaos-alvo
(NADAR, et al., 2016; IRIGOYEN, et al., 2016).

Quando o coracéo sofre danos em resposta a sobrecarga de pressao,
pode ter sua funcdo prejudicada e promover o desenvolvimento de outras
doencas cardiovasculares, ja quando o rim é o 6rgao afetado pelo aumento da
PA, pode levar ao comprometimento da funcédo renal (OPARIL et al., 2019;
SIEVERS; ECKARDT, 2019). Portanto, é importante a busca de substancias que
fagcam o controle dos niveis elevados de pressao arterial e reduzam os danos
aos orgaos afetados.

O uso de produtos derivados de plantas vem demonstrando ser uma fonte
importante de recursos terapéuticos para o tratamento de um amplo espectro de
doencas nos ultimos anos, portanto, se mostram como uma alternativa no
tratamento da hipertensédo e das suas consequéncias, como a lesdo do 6rgao-
alvo. Neste contexto, sobressaem na literatura 0s monoterpenos por demonstrar
atividades sobre o sistema cardiovascular e renal (DIAS et al., 2022; RAJPUT et
al., 2018).

Atualmente o carvacrol, um monoterpeno fendlico, vem ganhando espaco
na pesquisa cientifica por conter propriedades importantes para o tratamento de
diversas patologias, este monoterpeno possui atividade antifingica,
anticancerigena, antibacteriana, ansiolitica, antiagregante plaquetario, antiviral,

anticancerigena, antioxidante, anti-hipertensiva, entre outros (ABED et al., 2021;
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ARUNASREE, 2010; DIAS et al.,, 2022; MIRANDA-CADENA et al.,, 2021,
SHARIFI-RAD et al., 2018; WANG et al., 2020; WIJESUNDARA et al., 2021).
Esses dados, fornecem suporte para a avaliacdo de suas possiveis acles
benéficas nos danos aos 6rgaos-alvo da hipertenséo.

O modelo de ratos escolhidos foram os ratos espontaneamente
hipertensos, modelo experimental de hipertensdo arterial essencial, pois as
alteracdes fisiopatologicas encontradas nesses animais se assemelham as
observadas na hipertensdo humana essencial (RISLER; CRUZADO; MIATELLO,
2005). Nessa cepa de ratos ha o desenvolvimento de complicacdes
caracteristicas da hipertensdo, como as alterac6es funcionais, estruturais e o
aumento do estresse oxidativo nos vasos sanguineos, no corac¢ao, no rim entre
outros orgaos (DU, X. et al., 2021; MACHADO-CALZERRA, 2017; QUINTANA-
VILLAMANDOS et al., 2017).

Para esta avaliacdo, o tratamento com carvacrol foi realizado diariamente,
por via oral, durante vinte e oito dias (quatro semanas), nas doses de 50 e 100
mg/kg/dia, que corresponde a aproximadamente 6,17% e 12,34%,
respectivamente, da DLso por via oral do carvacrol. O tempo de tratamento e
doses foram definidas com base em trabalhos anteriores desenvolvidos pelo
nosso laboratorio (GONCALVES, 2018). Além do tratamento com carvacrol, um
grupo de animais hipertensos, recebeu resveratrol, na dose de 10 mg/kg/dia,
como controle positivo antioxidante, e por promover a diminuicdo de lesdes
renais e cardiacas em ratos espontaneamente hipertensos (THANDAPILLY et
al., 2009; XUE et al., 2016).

Os niveis pressoricos, foram mensurados antes do inicio do tratamento, o
gue constatou que o grupo SHR-CTL apresentou niveis mais elevados quando
comparados com o grupo WKY-CTL, confirmando o desenvolvimento da
hipertensdo neste grupo, de forma semelhante aos estudos encontrados na
literatura (DIAS, C. J. et al., 2022). Ap6s o final do tratamento, foram observados
a reducdo dos niveis de pressdo dos animais tratados com carvacrol em
comparagao com o grupo SHR, e néo foi observada diferenga entre as doses (50
e 100 mg/kg) avaliadas. Além disso, os animais tratados com resveratrol
apresentaram niveis mais baixos de pressao arterial sistdlica em comparacao ao

inicio do tratamento. Desta forma, nosso estudo corrobora com dados presentes
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na literatura que demonstram a atividade anti-hipertensiva do carvacrol(DIAS et
al., 2022).

A sobrecarga de presséo ou a qualquer estado de doenca que aumenta o
estresse da parede cardiaca, leva ao processo de remodelamento cardiaco que
€ responsavel por alteracdes na morfologia e funcéo cardiaca (SOUDERS et al.,
2012). A hipertrofia ventricular esquerda, é observada em resposta a uma
variedade de sinais fisiopatologicos, como o aumento crénico de pressao arterial,
e tem como caracteristica o remodelamento hipertréfico com aumento da massa
do cardiaca (MESSERLI; RIMOLDI; BANGALORE, 2017; OPARIL et al., 2019).

Para verificar o aumento da massa cardiaca, caracteristica da hipertrofia,
foi realizado o indice de massa do coracdo, onde o peso do coracéao foi dividido
pelo peso corporal do animal. A partir dessa avaliagéo, foi observado que o grupo
SHR-CTL apresentou significativo aumento do indice de massa do coracéo,
guando comparado ao grupo WKY-CTL. Os resultados foram semelhantes aos
descritos na literatura para ratos SHR e WKY (BROWN et al., 2002; LIU et al.,
2018).

O indice de massa do coracdo, dos grupos que foram submetidos a
administracdo de carvacrol durante 28 dias ou de resveratrol, apenas a
concentracdo de 50 mg/kg reduziu o indice de massa do coracdo quando
comparado ao SHR-CTL. Entretanto, em estudos com animais n&o hipertensos,
onde foi induzido a hipertrofia cardiaca, o carvacrol demonstrou ser capaz de
diminuir este indice de massa do coracdo nas concentracdes de 50 e 75
mg/kg/dia quando tratados por quatro semanas. (JAMHIRI et al., 2019). Contudo,
0 nosso modelo de avaliacdo tem limitacdes, ja que a hipertrofia ventricular
esquerda, desenvolvida na hipertensdo, tem como caracteristica o0 aumento da
massa ventricular esquerda, e 0 peso que foi considerado foi o peso total do
coracao e nao apenas o do ventriculo esquerdo (ZHANG, T. et al., 2019).

Em resposta a hipertensdo cronica, pode haver um remodelamento
cardiaco, que consiste predominantemente em hipertrofia concéntrica, como
mudanca na geometria do coracdo. Na hipertrofia concéntrica, o coracdo
apresenta um fendtipo com reducdo da dimensdo da céamara ventricular,
aumento da espessura da parede ventricular e aumento da massa cardiaca
(MESSERLI; RIMOLDI; BANGALORE, 2017). Além disso, a hipertrofia
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patolégica geralmente resulta em insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecao
preservada ou reduzida (NAKAMURA; SADOSHIMA, 2018).

Dessa forma, a mudanca de geometria cardiaca, foi avaliada a partir das
alteracdes no didmetro da camara ventricular, espessura da parede ventricular
e espessura do septo, utilizando o ecocardiograma transtoracico, uma técnica
imagiologica de rotina. A ecocardiografia € um dos principais métodos nao
invasivos utilizados para avaliacdo da morfologia e fungcdo do coragdo com
excelentes valores diagnésticos e progndsticos em diversas doengas, como na
hipertensédo (SZTECHMAN et al., 2020).

Os estudos ecocardiograficos foram realizados antes do inicio do
tratamento e ao final do periodo experimental em todos os grupos de animais. O
didmetro ventricular esquerdo ao final da sistole e ao final da diastole, a
espessura da parede posterior e a espessura do septo ndo foi evidenciaram
diferencas entre o grupo SHR-CTL e WKY-CTL. Semelhante aos resultados
anteriores nao foi observado diferencas entre o grupo SHR e WKY. Esses
resultados corroboram com dados presentes na literatura, onde ndo foram
observado diferencgas antes de vinte e um meses de idade (LOCH et al., 2009).

Nos grupos tratados com carvacrol (50 e 100 mg/kg), ndo foi observado
diferencas quando comparados aos grupos controles (SHR e WKY), na
avaliacdo dos parametros ecocardiogréaficos. Esses resultados sugerem que o
carvacrol ndo é capaz de alterar os parametros analisados. Entretanto, o
tratamento com carvacrol em camundongos com diabetes melitus do tipo 2,
conseguiu melhorar a funcéo ventricular esquerda, evidenciando que o carvacrol
consegue reverter a funcdo cardiaca quando ela esta alterada em modelo
experimental de diabetes (HOU et al., 2019).

A massa ventricular esquerda foi estimada antes e ao final do periodo
experimental, e ndo foram evidenciadas diferencas significativas da MVE entre
0s grupos SHR-CTL e WKY-CTL ou os grupos que receberam tratamento com
carvacrol ou resveratrol. Apesar de muitos estudos demonstrarem que 0s ratos
SHR apresentam MVE aumentada em relacdo ao WKY-CTL, um estudo
demonstrou que essa diferenca s6 é evidenciada a partir dos cinco meses de
idade (vinte semanas) (LI et al., 2019). Entretanto, os animais usados durante o
nosso protocolo experimental iniciaram o tratamento com trés meses (doze

semanas) e finalizaram com quatro meses (dezesseis semanas), Vvisto que o
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objetivo principal seria a prevencdo do aumento da MVE desencadeada pela
hipertenséo.

O tratamento dos animais com carvacrol e com resveratrol, nao
demonstraram diferenca de MVE, quando comparados com os dois grupos
controles e entre si, 0 que sugere que o carvacrol ndo causa alteragdes na massa
ventricular esquerda. Entretanto, um estudos com o tempol, um monoterpeno,
usando ratos com seis meses de idade, quando a hipertrofia ventricular esquerda
ja esta estabelecida, o tempol foi capaz de restaurar a massa ventricular
esquerda para niveis préximos da controle normotenso (SAHEERA; POTNURI;
NAIR, 2019).

Embora os avanc¢os na tecnologia de imagem por ultrassom permitam um
amplo espectro de medidas ecocardiograficas em ratos, a maioria dos estudos
experimentais se concentra em alguns parametros basicos, como espessura da
parede livre do ventriculo esquerdo, encurtamento fracional e fracdo de ejecdo
(SZTECHMAN et al.,, 2020). Dessa forma, a funcdo -cardiaca, mas
especificamente, a funcgéo sistdlica foi avaliada a partir da fragdo de ejecéo e da
fracdo de encurtamento.

A funcéo sistdlica foi avaliada a partir da fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo e do encurtamento fracionado do ventriculo esquerdo. A partir dessa
avaliacéo, foi observado que antes do inicio e ao final do tratamento, ndo existiu
diferenga entre os grupos SHR e WKY. Os resultados encontrados na literatura
sobre a FE (%) e FEnc (%) dos ratos espontaneamente hipertensos em
comparacao com os wistar kyoto sdo controversos. Em estudos encontrados na
literatura, ratos SHR e WKY monitorados ao longo de um a cinco meses de
idade, apresentaram diferenca na FE (%) a partir dos dois meses de idade (LI et
al.,, 2019). Entretanto, estudos com animais de dez meses de idade, nao
apresentaram diferenca (QUINTANA-VILLAMANDOS et al., 2017), ja em
estudos com animais de cinquenta semanas, foi observado diferencas tanto na
FE (%), quanto na FEnc (%) (LIU et al., 2018).

A avaliacdo da funcao sistolica dos grupos tratados com carvacrol, nas
duas concentracfes avaliadas, ndo demonstraram diferencas entre o inicio e
final no tratamento, assim como entre ambas as concentracdes. Esses dados
evidenciam que o tratamento com carvacrol ndo altera a fungéo sistélica dos

ratos hipertensos.
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O remodelamento patolégico do tecido cardiaco esta relacionado ao
aumento da duracao do complexo QRS e QT. Além disso o aumento do QT, esta
associado a presenca de toxicidade cardiaca ou até mesmo a avaliacdo da
seguranca de medicamentos, podem ser observadas a partir da duracdo do
intervalo QT. Em pacientes hipertensos, o aumento da duracdo do QT esta
associado ao risco de morte subita, mesmo entre individuos sem doenca
cardiaca clinicamente reconhecida (KLIMAS; KRUZLIAK; RABKIN, 2015). A
duracédo do intervalo QT foi medida através do ECG. Os grupos controles, assim
como o0s grupos que foram tratados com carvacrol e com resveratrol, néo
apresentaram diferencas na duracdo do intervalo QT. Demonstrando que o
carvacrol ndo apresenta toxicidade cardiaca nesta avaliacao.

A duracao do intervalo QRS também foi analisado, evidenciando que os
animais hipertensos, tratados ou ndo, apresentaram um aumento da duragéo do
intervalo QRS. Em estudos com uma populacdo hipertensa, com HVE,
identificada através de eletrocardigrama, o aumento da duracdo do QRS e do
intervalo QT podem estratificar ainda mais o risco de mortalidade, mesmo no
cenario de tratamento eficaz para reducdo da presséo arterial (OIKARINEN et
al., 2004). Dessa forma, os dados demonstraram que o carvacrol nao foi capaz
de reverter a duracao do intervalo QRS, que é um dos indicadores de risco de
mortalidade na populacao hipertensa com HVE.

A fibrose miocérdica € uma caracteristica crucial na remodelacéo cardiaca
patolégica, que resulta em comprometimento da complacéncia cardiaca e
declinio na funcdo de bombeamento do coracéo (PENG et al., 2020). A avaliacéo
histolégica do coracéo, demonstrou, o grupo SHR-CTL possui um desarranjo das
fiboras musculares cardiacas, em relagdo ao WKY-CTL. O tratamento com
carvacrol ndo conseguiu reverter o desarranjo das fibras musculares cardiacas.
Quando a deposicao de colageno foi avaliada, observamos que o grupo SHR-
CTL apresentou maior deposicao de colageno em comparacéo ao grupo WKY-
CTL. Esses resultados estdo de acordo com os encontrados na literatura onde
ratos SHR, com quinze semanas, demonstraram ter maior deposicao de
colageno em comparacdo com o grupo WKY-CTL (YANG et al.,, 2016). O
tratamento com carvacrol conseguiu diminuir a deposicdo de colageno para
niveis inferiores ao controle normotenso. Esse resultado demonstra que o

carvacrol é capaz de diminuir a deposicdo de coldgeno no tecido cardiaco.
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A pressao arterial elevada pode levar ao comprometimento da funcéo
renal, e € um fator de risco critico para o desenvolvimento de doenca renal
cronica, e pode contribui para a progressao da fibrose renal e eventual
insuficiéncia renal (BARRI, 2008; SIEVERS; ECKARDT, 2019)

Para verificar o aumento da massa renal, foi realizado o indice de massa
renal, onde o peso do rim foi normalizado pelo peso corporal do animal. Dessa
forma, foi observado que apoés o final do tratamento, o grupo SHR apresentou
significativo aumento do indice de massa renal, quando comparado ao grupo
WKY. Os resultados foram semelhantes aos descritos na literatura para ratos
SHR e WKY (YUN et al., 2017). Entretanto, o tratamento com carvacrol durante
28 dias ndo conseguiu reverter o indice de massa renal para niveis basais. Os
dados sugerem que o carvacrol ndo impede o aumento do indice de massa renal
causado pela hipertensao.

A lesdo renal hipertensiva é acompanhada de fibrose intersticial, neste
sentido, foi realizado a avaliacdo histopatologica renal. Os animais hipertensos
(SHR, C50, C100 e RE10), apresentaram alteracdes degenerativas como a
degeneracgéo tubular e aglomerado celular quando comparado aos animais
WKY. Além disso, os animais SHR-CTL, apresentaram maior deposicao de
colageno renal em comparacdo com o0s animais do grupo WKY-CTL. Esses
resultados estdo de acordo com os encontrados na literatura onde ratos SHR,
com dezesseis semanas, demonstraram ter maior deposicdo de colageno em
comparacao com o grupo WKY (DU et al., 2021). O tratamento com carvacrol,
nas duas doses avaliadas, conseguiu diminuir a deposicdo de colageno para
niveis inferiores ao controle normotenso. Além disso, foi evidenciado que a dose
de 100 mg/kg obteve um resultado melhor quando comparado a dose de 50
mg/kg. Esses resultados demonstram o potencial do carvacrol em diminuir a
fibrose renal.

Para avaliar a funcédo renal, foram realizados testes bioquimicos para
avaliar ureia e creatinina. A partir da avaliagdo da creatinina, observamos que
grupo SHR-CTL n&o apresentou diferenca em relacdo ao grupo WKY-CTL,
assim como nao houve diferencas entre grupos controles e os tratados com
carvacrol e resveratrol. Resultados semelhantes ja foram demonstrados na
literatura, onde a creatinina plasmatica de animais SHR néo teve diferenca em

comparagao com WKY, assim como com animais tratados com 20 mg/kg/dia de
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carvacrol (DIAS et al., 2022). A avaliacao da ureia plasmatica, evidenciou que o
grupo SHR apresentou uma concentracdo maior em relagdo ao grupo WKY,
entretanto, o tratamento com carvacrol conseguiu diminuir as concentragcdes de
ureia. Neste sentido, o carvacrol apresenta um potencial em melhorar a funcéo
renal.

Varios processos estdo envolvidos nos danos aos oOrgaos-alvo da
hipertenséo, e estes incluem ativacao endotelial, ativacao plaquetaria, alteracdes
de renovacgdo colageno, e das vias fibrinoliticas, hiperatividade simpatica e
remodelamento da MEC, bem como por varios sistemas hormonais, incluindo o
SRAA. Comum a todos esses processos ocorre um aumento da
biodisponibilidade de espécies reativas de oxigénio conhecido como estresse
oxidativo. Além disso, estudos ja demonstraram que o aumento do estresse
oxidativo estava associado a fibrose renal (ZHAO et al., 2008) e cardiaca (WANG
et al., 2021).

O carvacrol demonstrou ter uma acdo antioxidante, exibindo uma
atividade sequestrante de radicais, como o anion superéxido e o 6xido nitrico
(JAMALI et al., 2021). Dessa forma, buscamos avaliar a modulagédo antioxidante
do carvacrol no tecido cardiaco e no rim.

Para verificar se o carvacrol possuia uma acdo moduladora do estresse
oxidativo, avaliamos se o tratamento com carvacrol modificaria os niveis basais
de anions superoxidos em cortes de coracao e de rim de animais SHR, por meio
da medida da intensidade de fluorescéncia da sonda DHE, considerada a sonda
fluorescente mais especifica para a deteccdo deste tipo de espécie reativa
(WOJTALA et al., 2014). Nestes experimentos, o grupo SHR-CTL, apresentaram
um significativo aumento da intensidade de fluorescéncia emitida pela sonda
DHE no tecido do coracao e do rim, quando comparado ao grupo WKY-CTL,
demonstrando o aumento dos niveis basais do anion superoxido e do estresse
oxidativo nesses 0rgaos, dos animais hipertensos. Este resultado corrobora com
os dados na literatura, que demonstram que animais SHR possuem aumento do
estresse oxidativo cardiaco (RASO et al., 2013).

O tratamento durante os vinte e oito dias com carvacrol, nas duas doses
estudadas (50 e 100 mg/kg), atenuou de forma significativa os niveis de
fluorescéncia basal da sonda DHE no tecido cardiaco e do rim quando
comparados ao grupo SHR-CTL, apresentando niveis de anions superoxidos
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semelhantes ao grupo WKY-CTL. Os animais tratados com resveratrol, grupo
RE10, também apresentaram reduc¢ao na intensidade de fluorescéncia da sonda
DHE. De forma semelhante, o tratamento com carvacrol nas duas doses
estudadas, atenuou os niveis de anion superoxido no rim, em compara¢cao com
0 grupo SHR-CTL.

Sob condic¢des fisioldgicas, EROs desempenha um papel importante na
sinalizacéao celular implicada na proliferacéo, diferenciacdo, apoptose e defesa
imunoldgica em varias linhagens celulares, incluindo células renais e cardiacas.
Em certas condi¢fes patoldgicas, como na hipertensdo, o aumento da geracao
de EROs e/ou deplecéo do sistema de defesa antioxidante leva ao aumento da
atividade de espécies reativas, resultando em dano tecidual, afetando a estrutura
e a funcao cardiaca e renal (GRIENDLING et al., 2021; OZBEK, 2012).

Estudos na literatura j& mostraram que o aumento da fibrose renal esta
associada a reducdo de NADPH no rim (KHODO et al., 2012). Além disso, a
reducdo da fibrose cardiaca ja foi associada a regulacdo negativa da NADPH
(WANG et al.,, 2021). Como mencionado anteriormente, o carvacrol possui
atividade antioxidante, estudos mostram que o carvacrol consegue reduzir a
formacdo de EROs por meio da modulagéo sobre a expressdao de NADPH (LEE
et al., 2015).

Dessa forma, sugerimos que a reducdo do estresse oxidativo modulado
pelo carvacrol, provavelmente esta associado a inibicdo da NADPH, e pode estar
relacionada a reducado da fibrose cardiaca e renal, e melhora da funcéo renal.
Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para confirmar esta hipotese.

Em conjunto, os resultados mostrados neste estudo, mostram que o
tratamento com o carvacrol melhora a hipertensao, nédo altera a funcéo cardiaca,
melhora a fibrose cardiaca e renal associada a hipertensdo, através da

modulacéo do estresse oxidativo no tecido cardiaco e do rim.
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7. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo sugerem que a administragcéo por via oral de
carvacrol atenuou a pressao arterial sistdlica de ratos com hipertensao essencial,
melhora a funcédo renal, diminui a fibrose cardiaca e renal e reduz o estresse

oxidativo no tecido cardiaco e no rim.
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ANEXO A

Univerzidade Comisséo de Etica n
Federal da Uz de Animais

\___ . Paralba T

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Awvaliagdo do efeito do Carvacrol {2-metil-5-(1-metiletil }-fenol) sobre o remodelamento
cardiaco e renal de ratos espontaneamente hipertensos®, protocolada sob o CEUA n 6638150621 oo ooy, sob a responsabilidade
de Isac Almeida de Medeiros e equipe; Viviane Silva lima - gque envolve a producdo, manutencdo efou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem], para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordoe com
os preceitos da Lei 11.794 de & de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal [CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal da Paralba (CEUA/UFPE) na reunido de 13/10/2021.

We certify that the proposal "Evaluation of the effect of Carvacrol (2-methyl-5- (1-methylethyl) -phenol) on cardiac and renal
remodeling of spontanesusly hypertensive rats®, utilizing 60 Isogenic rats (60 males), protocol number CEUA 6638150621 (o so14am,
under the responsibility of Isac Almeida de Medeiros and team: Viviane Silva lima - which involves the production, maintenance
andjfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Wertebrata (except human beings). for scientific research
purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decres 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules
issued by the MNational Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on
Animal Use of the Federal University of Paraiba (CEUA/UFPE] in the meeting of 10/13/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Acad@mica)
Wigéncia da Proposta: de 10/2021 a 04/2022 Area: Ciéncias Farmacéuticas

Origem: Unidade de Producdo Animal IPeFari

Espécie: Ratos isogénicos sexo:  Machos idade: 8a 12 semanas M: 12
Linhagem: Rattus Morvegicus - Wistar Kyoto Peso: 200a3D0g

Origem: Unidade de Producdo Animal IPefarM

Espécie: Ratos isogénicos sexa: Machos idade: & a 12 semanas M: 48
Linhagem: Rattus Norvegicus - SHR Peso: 200 a 300 g

Local do experimento: Laboratdrio de Farmacologia Cardiovascular, IPeFarm, UFPB.
Jodo Pessoa, 02 de dezembro de 2021

o . sttt a
'-Hh’w”' e e S A

Profa. Dra. Adriana Maria Fernandes de Oliveira Golzio Prof. Dr. lvia Carmem Talieri
Coordenadora da Comiss3o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comiss3o de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cidsds Universitheis, 4 - Castslo Brancs I Prtadis da Raors - Gabinets 45 Wos-nstons - CBP SBO51-035 - jols PessoafPE - il 55 (B3) 3706-T155
Harfirio de atendrentee 36 a 68 das 14 b ITh : e-madl: couiiealpi b
CEUA N 65351 50621
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ANEXO B

Figura 23 - Efeito do carvacrol sobre parametros ecocardiogréaficos.
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Valores médios dos parametros ecocardiogréaficos. A) Efeito do carvacrol sobre a espessura do
septo intraventricular. B) Efeito do carvacrol sobre o didmetro do ventriculo esquerdo ao final da
diastole. C) Efeito do carvacrol sobre o diametro do ventriculo esquerdo ao final da sistole. D)
Efeito do carvacrol sobre a espessura da parede posterior ao final da diastole. Dados obtidos
antes e apos o tratamento por vinte oito dias (4 semanas). Grupos: WKY, controle normotenso
(n=6); SHR, controle hipertenso (n=5); C50, animais hipertensos tratados com 50 mg/kg de
carvacrol (n=5); C100, animais hipertensos tratados com 100 mg/kg de carvacrol (n=6); RE10,
animais hipertensos tratados com 10 mg/kg de resveratrol (n=6). Os resultados estdo expressos
como média = E. P. M. Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way,
seguido do pos-teste de Turkey. Fonte: LIMA, 2022.
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Figura 24 - indice de massa ventricular esquerda.
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Valores médios efeito do carvacrol sobre o indice de massa ventricular esquerda. Dados obtidos
antes e apos o tratamento por vinte oito dias (4 semanas). Grupos: WKY, controle normotenso
(n=6); SHR, controle hipertenso (n=5); C50, animais hipertensos tratados com 50 mg/kg de
carvacrol (n=5); C100, animais hipertensos tratados com 100 mg/kg de carvacrol (n=6); RE10,
animais hipertensos tratados com 10 mg/kg de resveratrol (n=6). Os resultados estdo expressos
como média = E. P. M. Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way,
seguido do pos-teste de Turkey. Fonte: LIMA, 2022.

Figura 25 - Efeito do carvacrol sobre a fracéo de ejecao e fracédo de
encurtamento.
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Valores médios dos parametros ecocardiograficos. A) Efeito do carvacrol sobre a fracdo de
encurtamento (%). B) Efeito do carvacrol sobre a fracdo de eje¢céo (%). Dados obtidos antes e
apo6s o tratamento por vinte oito dias (4 semanas). Grupos: WKY, controle normotenso (n=6);
SHR, controle hipertenso (n=5); C50, animais hipertensos tratados com 50 mg/kg de carvacrol
(n=5); C100, animais hipertensos tratados com 100 mg/kg de carvacrol (n=6); RE10, animais
hipertensos tratados com 10 mg/kg de resveratrol (n=6). Os resultados estdo expressos como
média + E. P. M. Os dados foram analisados utilizando o teste estatistico ANOVA one way,
seguido do pés-teste de Turkey. Fonte: LIMA, 2022.
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