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Efeitos cronotrdpico e inotrépico negativos
induzidos pelo timol em ratos espontaneamente

hipertensos

RESUMO

O timol € um monoterpeno presente na constituicdo dos Oleos essenciais de um
grande numero de plantas e € muito conhecido por sua atividade antimicrobiana de
amplo espectro, sendo também reportadas na literatura suas atividades sobre o
sistema cardiovascular. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os
efeitos cronotropico e inotropico induzidos pelo timol em ratos da linhagem SHR, um
modelo animal de hipertensédo essencial, bem como em seu controle normotenso,
ratos WKY, por meio da técnica de sistema de 6rgaos isolados in vitro utilizando os
atrios isolados destes animais. Em ratos SHR, o timol induziu efeitos cronotropico
(pD2 = 3,9 £ 0,029; Emax = 100 £ 0%, n = 10) e inotropico (pD, = 4,6 + 0,080; Emnax =
100 £ 0%, n = 7 ) negativos. Em animais WKY, o composto também induziu a
reducdo da frequéncia cardiaca (pD, = 4,0 £ 0,037; Emax = 100 = 0%, n = 5) e
reducdo na forca contratil (pD, = 4,6 + 0,058; Emax = 100 = 0%, n = 7). Tanto nos
animais hipertensos, quanto nos animais normotensos, o efeito inotrépico negativo
apresentou maior potencia (p<0,001) gquando comparado ao efeito cronotropico
negativo. Quando comparados os efeitos cronotrépicos e inotropicos induzidos pelo
timol nos animais SHR e WKY, foi observado que o composto induziu respostas
similares para animais hipertensos e normotensos. Em concluséo, estes resultados
sugerem que o efeito induzido pelo timol sobre a forca de contracdo cardiaca é mais
potente que o efeito deste monoterpeno sobre a frequéncia de batimentos cardiacos
e gue ndo ha diferenca estatistica entre os animais hipertensos e normotensos nos

parametros avaliados.

Palavras-chave: Timol; cronotropismo; inotropismo; hipertensao.



Inotropic and negative chronotropic effects
induced by thymol in spontaneously hypertensive
rats

ABSTRACT

Thymol is a monoterpene present in the constitution of the essential oils of many
plants and is well known for its broad spectrum antimicrobial activity and is also
reported in the literature their activities on the cardiovascular system. Therefore, this
study aimed to evaluate the chronotropic and inotropic effects induced by thymol in
the SHR rats, an essential model animal of hypertension as well as in their
normotensive control WKY, by system organ technique in isolated vitro using the
atria isolated from these animals. In SHR, thymol induced negative chronotropic
effects (pD2= 3.9 = 0.029; Emax = 100 £ 0%, n = 10) and inotropic (pD, = 4.6 £ 0.080;
Emax = 100 = 0%, n = 7). In WKY rats, the compound also induced reduction in heart
rate (pD2 = 4.0 £ 0.037; Emax = 100 + 0%, n = 5) and reduction in contractile force
(pD2 = 4.6 + 0.058; Emax = 100 £ 0%, n = 7). Both in hypertensive animals, as in
normotensive animals, the negative inotropic effect showed greater power (p <0.001)
when compared to the negative chronotropic effect. When comparing the
chronotropic and inotropic effects induced by thymol in SHR and WKY rats, it was
observed that the compound induced similar responses in hypertensive and
normotensive animals. In conclusion, these results suggest that the effect induced by
thymol on the strength of cardiac contraction is more powerful than the effect of this
monoterpene on the frequency of heartbeat and that there is no statistical difference

between normotensive and hypertensive animals in the evaluated parameters.

Keywords: Thymol; chronotropism; inotropism; hypertension.
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1 INTRODUCAO

7z

O sistema cardiovascular é composto, basicamente, pelo coragdo, vasos
sanguineos e sangue (PUSGLEY; TABRIZCHI, 2000). A principal funcdo deste
sistema é fornecer e manter suficiente o fluxo sanguineo aos diversos tecidos do
organismo, segundo suas necessidades metabdlicas. O sangue serve de veiculo
para entrega e retirada de nutrientes e residuos, favorecendo as fungdes celulares,
como: regulacao temporal corporal, manutencéo do balancgo de fluidos, fornecimento
de O,, desenvolvimento, crescimento, absorcdo de nutrientes essenciais, remogao
celular e de metabdlitos e promover a manutencao da homeostase celular (BERNE
et al., 2009; PUGSLEY; TABRIZCHI, 2000).

As doencas cardiovasculares (DCV) compreendem um grupo de doencas
cardiacas (cardiomiopatia, disfuncdo isquémica do coracéo, insuficiéncia cardiaca
congestiva) e vasculares (doenca arterial coronariana, hipertensédo e aterosclerose)
(KUMAR; SINGH; BAKER, 2007). A hipertensédo arterial sisttmica (HAS) € uma
condicao clinica multifatorial caracterizada por niveis elevados e sustentados de
pressao arterial (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo, 2010). A HAS é
seguramente um grande problema de saude publica mundial, sendo universalmente
aceita como um importante prognostico para doencas cardiovasculares,
cerebrovasculares e mortalidade prematura (ELLIOTT, 2007). No Brasil, estudos
apontam que apenas 20% a 40% dos hipertensos tém um controle efetivo da
pressao arterial (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertenséo, 2010).

Baseado nestas consideracdes, a busca por novas substancias quimicas
presentes em espécies vegetais, que possam ser utilizadas nas DCV, sdo de
extrema importancia para preservacdo da vida. Os 6leos essenciais, certamente,
constituem substancias com atividades diversas, terapeuticamente e cientificamente
comprovadas (SHUBINA; SIURIN; SAVCHENKO, 1990), fato que tem gerado varios
estudos relacionados com as propriedades farmacoldgicas destes compostos.
Sendo assim, novas pesquisas devem ser realizadas de modo a serem estudadas
substancias com potencial farmacolégico, como o0s constituintes dos o0leos
essenciais, a fim de aprofundar os conhecimentos no que diz respeito as possiveis

novas terapias.
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O timol, um monoterpeno fendlico isolado do Oleo essencial de algumas
plantas, € conhecido por sua atividade antimicrobiana de amplo espectro, a qual foi
alvo de algumas investigacoes (DORMAN; DEANS, 2000; LAMBERT et al., 2001;
ADAM et al., 1998; MANOHAR et al., 2001; BOTELHO et al., 2007; SIVROPOULOU
et al., 1996). Uma vez que é frequentemente empregado como um antimicrobiano e
também na pratica médica, os efeitos cardiovasculares do timol comegaram a ser
extensivamente estudados (PERIAGO; MOEZELAAR, 2001).

Foram demonstrados varios efeitos do timol sobre os masculos liso,
esquelético e cardiaco (SAKAI; FUJII; TAKEMOTO, 1967), agindo, principalmente,
sobre 0 mecanismo de liberacdo do célcio (Ca?") pelo reticulo sarcoplasmatico
(PALADE, 1987; HISAYAMA; TAKAYANAGI, 1986; SZENTANDRASSY et al., 2004).
O timol inibiu as correntes dos canais para Ca?* do tipo-L (Icar) € as correntes de
potassio (Ik) em cardiomidcitos ventriculares isolados de caes e humanos (MAGYAR
et al.,, 2002), sendo posteriormente demonstrada a inibicdo dos Ica. em caes
utilizando a técnica “patch clamp” (MAGYAR et al.,, 2004). Em estudos recentes,
foram observados efeitos protetores do timol sobre inflamacdo ocorrida recorrente
do infarto do miocardio induzido por isoproterenol em ratos Wistar (MEERAN;
JAGADEESH; SELVARAJ, 2015). Anteriormente, em nosso laboratério, estudos
realizados com o timol demonstraram que esta substancia é capaz de induzir
hipotensdo, bradicardia e relaxamento em diferentes leitos vasculares de ratos
normotensos e hipertensos, apresentando também efeito inibitorio sobre as lca. em
cardiomidcitos de ratos normotensos e hipertensos (ARAUJO, 2011).

Apesar da literatura apontar o efeito do timol sobre o musculo cardiaco de
algumas espécies, ela ndo contempla estudos do efeito do timol sobre o tecido
cardiaco de ratos hipertensos, avaliando sua acdo sobre a frequéncia e forca
contrateis. Diante disto, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do timol
sobre o cronotropismo e inotropismo em ratos normotensos e hipertensos, utilizando
ratos espontaneamente hipertensos, bem como seu controle normotenso, como

modelo animal da hipertenséo arterial.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Acoplamento excitagdo — contracdo cardiaca

O acoplamento excitacdo-contracdo cardiaco é o processo de excitacdo
elétrica do midcito para a contracdo do coracao. As células miocardicas individuais
devem despolarizar e contrair de modo coordenado para o coragdo gerar forca
suficiente para o sangue circular (BERS, 2001).

O coracdo possui um sistema de conducao elétrica que é formado por um
conjunto de fibras musculares com funcdo de excitacdo e conducdo, que Ssao
representadas estruturalmente pelo né sinoatrial (nd SA), no atrioventricular (N6 AV),
vias de conducdo internodais, feixe de His e fibras de Purkinje. As células que
formam o n6 SA e 0 n0 AV nao necessitam de estimulo externo para iniciar um
potencial de acdo, sendo esta uma propriedade caracteristica dessas células,
denominada de automatismo (AIRES, 2012; COSTANZO, 2004).

A despolarizacdo comeca no nd SA, formado por células autoexcitaveis
localizadas no atrio direito que atuam como o principal marcapasso do coracgao.
Portanto, o potencial de acdo gerado no nd SA propaga-se rapidamente por toda a
massa muscular atrial, por meio de um sistema especializado de conducéo
constituido de fibras autoexcitaveis ndo contrateis, caracteristica da via internodal
ramificada, conectando o n6 SA ao n6 AV, que também é constituido por células
autoexcitaveis localizadas préximo ao assoalho do atrio direito. A conducao elétrica
€ rapida pelas vias de conducéo internodais, porém € mais lenta através das células
contrateis do atrio. Os potenciais de acao, espalhando-se pelos atrios, encontram o
esqueleto fibroso do coracéo na juncao entre os atrios e os ventriculos. Esta barreira
impede que os sinais elétricos sejam transferidos dos atrios para os ventriculos.
Assim, apenas 0 nd AV é o caminho para que os potenciais de acao alcancem as
fibras contrateis dos ventriculos (GUYTON; HALL, 2006; SILVERTHORN, 2010).

Chegando ao n6 AV, a onda despolarizante move-se para os ventriculos. As
fibras de Purkinje, células de conducédo especializadas, transmitem sinais elétricos
muito rapidamente a partir do feixe de His, localizado no septo entre os ventriculos,

permitindo uma transmissdo quase instantdnea do impulso por todo o musculo
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ventricular. Percorrido um curto caminho no septo, o feixe se divide em ramos, 0
ramo esquerdo e o ramo direito. Estes continuam se deslocando para o apice do
coracdo, onde se dividem em varios ramos menores chamados de ramos
subendocérdicos (fibras de Purkinje) que se espalham entre as células contrateis
(Figura 1). Estes ramos transmitem os impulsos rapidamente, com velocidades de
até 4 ms, fazendo com que todas as células contrateis do apice se contraiam quase
ao mesmo tempo (GUYTON; HALL, 2006; SILVERTHORN, 2010).

Figura 1 Estruturas que representam o sistema de conducdo elétrica responsavel pelo

processo de acoplamento excitacdo — contracao cardiaca

—— Plano frontal

Atrio

) esquerdo
Atrio direito

NODO SINOATRIAL

NODO
ATRIOVENTRICULAR

FEIXE DE HIS
Ventriculo

RAMOS DIREITO E esquerdo

ESQUERDO DO FEIXE

Ventriculo direito

FIBRAS DE
PURKINJE

Fonte: https://www.studyblue.com. (Modificado por GUSMAQ, 2015).

O potencial de agao cardiaco exibe um “platd” de varias centenas de
milissegundos de duracdo apds a despolarizacdo rapida inicial. Durante esse platd,
0s canais de calcio dependentes de voltagem tipo L se abrem e permitem a entrada
de Ca*" no interior da célula, porém ndo em quantidades suficientes para ativar
diretamente o mecanismo de contracdo. Com efeito, essa entrada inicial de Ca?*
atua sobre os receptores de rianodina (RyR) para liberar Ca®" do reticulo
sarcoplasmatico, produzindo uma onda secundaria e muito maior de liberacdo de
Ca®*. Como os préprios RyR do musculo cardiaco sdo ativados pelo Ca®", a onda de

[Ca*']i é um evento regenerativo tudo-nada (RANG et al., 2004). Esse processo de
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amplificacdo, chamado de liberacdo de Ca?' induzida por Ca**, causa um répido
aumento da [Ca?']; para um nivel capaz de promover ligacdo do Ca** a troponina C e
inducéo da contracdo (BERS, 2001; BODI et al., 2005) (Figura 2).

Figura 2 Inducdo da contracdo cardiaca a partir do Ca”" nos miécitos ventriculares. NCX:

trocador Na*/Ca®*; ATP: ATPase; PLB: fosfolambam; SR: Reticulo sarcoplasmaético.

T-tubule

Fonte: (BERS, 2002).

2.2 Regulacdo do acoplamento excitacdo — contracdo pelo sistema nervoso

autonémico

O sistema nervoso autonémico apresenta comunicacdo bidirecional entre o
coracdo e O sistema nervoso central. No coracdo, uma de suas principais
caracteristicas € aumentar ou diminuir, de maneira variavel, a frequéncia de seus
batimentos (LONGO; FERREIRA; CORREIA, 1995). A inervacdo autondmica é mais
rica nos atrios que nos ventriculos, diferindo-se entre lado direito e esquerdo do
coracao e também entre camadas do miocardio. Essa diferenca é responséavel pela
adequada modulacao da atividade cardiaca (KUKANOVA; MRAVEC, 2006).
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O sistema nervoso simpético atua sobre o coracdo de forma a aumentar a
forca de contracgédo (efeito inotropico positivo), aumentar a frequéncia cardiaca (efeito
cronotrépico positivo), aumentar a automaticidade, repolarizar e restaurar a funcao
apos despolarizacédo cardiaca generalizada e reduzir a eficiéncia cardiaca. Todos
esses efeitos resultam da ativagdo dos receptores [3:1. adrenérgicos (RANG et al.,
2004). A estimulacdo dos receptores de B-adrenérgicos ativa uma proteina de
ligacdo a GTP (Gs), que estimula a ciclase de adenilil para produzir AMPc, que por
sua vez ativa PKA. Esta proteina cinase fosforila varias proteinas relacionadas com
acoplamento excitacdo-contracdo, como por exemplo: fosfolambam, canais de Ca?*
tipo L , receptores de rianodina, troponina | e proteina C de ligacdo a miosina
(BERS, 2002) (figura 3). Para que a ativacdo destes receptores ocorra, 0 potencial
de acdo da membrana plasmatica, que depende dos canais de sodio regulados por
voltagem, deve propagar-se rapidamente ao longo de toda a fibra, movendo-se pelo
sarcolema e entrando nos tubulos T, que € onde se encontram 0s canais de calcio
controlados por voltagem tipo L. (RANG, DALE, 2004; SILVERTHORN, 2010).

Figura 3 Ativacdo de receptor B-adrenérgico e fosforilagdo de alvos relevantes para o
acoplamento excitacdo-contracdo. AC: ciclase de adenilil; ACh, acetilcolina; AKAP: proteina
de ancoragem a cinase A; B-AR: receptor B-adrenérgico; M,-Rec: receptor muscarinico My;

PLB: fosfolambam; Reg: subunidade reguladora de PKA; SR: reticulo sarcoplasmaético.

Epi/Norepi

Sarcolemma

Y TS
AL - I UE,

Myofilaments

Fonte: (BERS, 2002).
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O sistema nervoso parassimpatico é responsavel por modular a atividade
cardiaca, exercendo atividade sobre o nodo sinoatrial, nodo atrioventricular e o
musculo atrial (LEVY, 1977). No coracdo, a inervacdo parassimpdtica € realizada
pelo nervo vago, que libera a acetilcolina (KUKANOVA; MRAVEC, 2006). Este
neurotransmissor se liga ao seu receptor muscarinico no coragao (receptor M,) que
€ acoplado a proteina Gi que, por sua vez, promove inibicdo da atividade da ciclase
de adenilil, reduzindo os niveis de AMPc (OPIE, 1991; BOURNE, 1998).

2.3 Hipertenséo arterial

As Doencas Cardiovasculares (DCV) sdo uma das principais causas de
morbimortalidade da populacdo, apresentando uma prevaléncia significativa e,
consequentemente, representando um desafio a saude publica brasileira. A
exposicado que vem desde a infancia aos fatores de riscos para o desenvolvimento
das DCV e a precariedade nos servicos de saude oferecidos a populagdo levam a
impactos socioecondmicos no pais (MOREIRA; GOMES; SANTOS, 2010). Entre os
fatores de risco de maior probabilidade para o desenvolvimento das DCV destacam-
se o tabagismo, as dislipidemias, o diabetes mellitus, a obesidade, o sobrepeso, a
inatividade fisica, a dieta pobre em vegetais e frutas, alimentacéo rica em sodio e
gorduras, o uso do alcool e o estresse (BRANDAO; AMODEO; NOBRE, 2012; MION
JR et al., 2002).

A pressao arterial (PA) é determinada por fatores fisicos, tais como: débito
cardiaco (DC) e resisténcia vascular periférica total (RVPT). A interacdo destas
variaveis é fornecida pela seguinte equacdo: PA= DC x RVPT. Estes elementos séo
regulados por meio da acéo integrada de fatores neurais, endécrinos e paracrinos
(COWLEY, 2006). Os niveis de pressao sanguinea estabelecidos como adequados
encontram respaldo cientifico em grandes estudos epidemiolégicos que
correlacionam valores de PA aos riscos de morbidade e mortalidade cardiovascular,
sendo a elevada presséao arterial um fator de risco importante e independente para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (FIELDS et al., 2004; MACMAHON et
al.,1990).
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A hipertensdo arterial sisttmica (HAS) é conceituada como uma condi¢&do
clinica multifatorial caracterizada por niveis elevados e sustentados de presséo
arterial e esta associada a alteragbes funcionais e/ou estruturais dos 6érgédos-alvo
(coracdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos) e a alteracdes metabdlicas, levando ao
aumento do risco de ocorréncia de eventos cardiovasculares, sejam eles fatais ou
nao fatais (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao, 2010).

A HAS é considerada um grande problema de saude publica mundial e,
geralmente, todas as outras doencas cardiovasculares sao frequentemente
associadas a essa enfermidade (NGUELEFACK et al., 2007; ELLIOTT, 2007), como
o acidente vascular encefélico, o infarto agudo do miocéardio e a insuficiéncia
cardiaca (COGOLLUDO; VIZCAINO-PEREZ; TAMARGO, 2005). A HAS possui alta
prevaléncia e baixas taxas de controle (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao,
2010) e isso esta muitas vezes relacionado a grande parcela de individuos que séao
hipertensos, mas que nao diagnosticados e nem tratados adequadamente
(PASSOS; ASSIS; BARRETO, 2006). No Brasil estudos apontam uma prevaléncia
de HAS acima de 30%. Levando-se em consideracao valores de PA iguais ou
superiores que 140/90 mmHg, estudos demonstram prevaléncias entre 22,3% e
43,9% (media de 32,5%), com mais de 50% dos individuos na faixa etaria entre 60 e
69 anos e 75% dos individuos com idade acima dos 70 anos. A prevaléncia € de
35,8% nos homens e de 30% nas mulheres. Mundialmente, a prevaléncia € de
37,8% nos homens e 32,1% nas mulheres (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertenséo,
2010).

Etiologicamente, a HAS pode ser apresentada de duas formas, hipertenséo
primaria ou essencial e hipertensdo secundaria ou adquirida. A hipertenséo
essencial, cuja prevaléncia é aproximadamente 95%, caracteriza-se por uma
elevacdo da pressdo sanguinea sem causa aparente, e estando associada a varios
fatores de risco, como a predisposicado genética, sedentarismo, obesidade, consumo
elevado de alcool e sal (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo, 2010). A
hipertens@o secundaria apresenta causa identificavel, passivel ou ndo de correcéo e
se expressa de varias formas tais como: hipertensdo arterial renovascular,
hipertensédo arterial por excesso de mineralocorticoides (hiperaldosteronismo), por
excesso de glicocorticoides (sindrome de Cushing) e por excesso de catecolaminas
(feocromocitoma) (CARVALHO, 1996).
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2.4 Modelo animal de hipertensé&o arterial

Existem varias linhagens de animais geneticamente hipertensos
desenvolvidos com o objetivo de mimetizar a patogénese da hipertensao arterial
humana (LERMAN et. al., 2005). A julgar pelo nimero de publicacdes, dentre os
varios modelos de ratos geneticamente hipertensos, a linhagem de ratos
espontaneamente hipertensos (spontaneously hypertensive rats - SHR), selecionada
por Okamoto e Aoki (1963) € sem duvida a espécie mais estudada.

A linhagem isogénica de animais SHR foi desenvolvida no Jap&o, na década
de 1960 por Okamoto e colaboradores, a partir dos ratos Wistar-Kyoto (Wistar-Kyoto
rats - WKY), por cruzamento meticuloso entre os irmdos com pressdo arterial
elevada, resultando em 100% de progénie com hipertensdo espontanea
(OKAMOTO; AOKI, 1963). Desde entéo, varios especialistas relatam que a linhagem
SHR é um excelente modelo para estudo de hipertensdo essencial (TRIPPODO;
FROHLICH, 1981; KUNDU; RAO, 2008).

Como em seres humanos, a resposta hipertensiva da linhagem de ratos SHR
inicia-se com 0 avanco da idade, e a causa do aumento da pressdo sanguinea
permanece desconhecida. O aumento da PA comeca por volta de 5 - 6 semanas de
idade e a presséao arterial sistémica pode atingir valores entre 180 e 200 mmHg em
animais adultos. Aproximadamente entre 40 - 50 semanas de idade os animais SHR
apresentam doencas cardiovasculares caracteristicas, como a hipertrofia do coracao
e vasos sanguineos (CONRAD et. al., 1995; KUNDU; RAO, 2008).

Em relacéo ao debate sobre a aplicabilidade do SHR a hipertensdo humana,
este modelo tem sido muito Gtil para o entendimento de aspectos fisiopatologicos de
uma hipertensdo genética, tendo em vista que 0os componentes genéticos sao de
importante relevancia também para o desenvolvimento da hipertensdo em humanos.
Portanto, este modelo vem sendo extensivamente empregado na pesquisa para a

avaliacdo dos efeitos anti-hipertensivos de muitas substancias.

2.5 Tratamento da hipertenséo arterial
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A hipertensao arterial possui tratamento que consiste na administracdo de
medicamentos anti-hipertensivos e também em medidas ndo medicamentosas
(BALDISSERA; CARVALHO; PELLOSO, 2009).

A HAS essencial ndo tem cura, porém deve-se adotar um tratamento, pois ele
previne as possiveis complicacdes. E interessante que, antes de ser prescrito algum
medicamento anti-hipertensivo, sejam adotas medidas que estimulem habitos de
vida saudaveis (MION JR et al., 2002). A terapia ndo-medicamentosa visa reduzir a
morbidade e a mortalidade causadas por problemas cardiovasculares, realizando
mudangas no estilo de vida, a fim de reduzir a PA (OLIVEIRA, 2011). Algumas
medidas a serem adotadas na vida de um paciente hipertenso incluem: reducéo do
peso corporal, diminuicdo da ingestdo do sdédio, maior ingestdo de alimentos ricos
em potassio, reducdo do consumo de bebidas alcodlicas, pratica de exercicios
fisicos com regularidade, abandono do tabagismo, controle do diabetes mellitus e
das dislipidemias, nédo utilizar medicamentos que elevam a presséao arterial e evitar o
estresse (MION JR et al., 2002).

Ja terapia medicamentosa para hipertensdo tem o objetivo de reduzir a
morbidade e mortalidade cardiovasculares do hipertenso por reduzir danos ao 6rgao
alvo e impedir a evolucdo das doencas cardiovasculares (MION JR et al., 2002;
OPARIL; SCHMIEDER, 2015). O tratamento medicamentoso é realizado utilizando
gualquer medicamento dos grupos de anti-hipertensivos comercialmente disponiveis
no Brasil, desde que resguardadas as indicac6es e contraindicacdes especificas.
Esses grupos sdao: diuréticos, inibidores adrenérgicos (de acdo central,
betabloqueadores e alfabloqueadores), vasodilatadores diretos, bloqueadores dos
canais de calcio, inibidores da enzima conversora da angiotensina, bloqueadores do
receptor AT, da angiotensina Il e inibidor direto da renina. Estudos demonstram que
a monoterapia so6 foi suficiente para reduzir a pressao arterial de forma satisfatoria
em apenas um terco do casos, sendo necessaria, ha maioria das vezes, a utilizacéo
de dois ou mais medicamentos anti-hipertensivos (VI Diretrizes Brasileiras de
Hipertenséo, 2010).

Apesar da grande diversidade terapéutica para o tratamento da HAS uma
parcela importante dos pacientes hipertensos apresenta resisténcia aos
medicamentos disponiveis. Estima-se que cerca de 10% a 15% da populacéo
hipertensa em geral tem hipertensao resistente, ou seja, PA nao-controlada com o

uso de 3 ou mais anti-hipertensivos de classes diferentes ou exigindo mais que 4
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medicamentos para conseguir o controle da pressdo (PERSELL, 2011; SIM et al.,
2013). Além disso, aproximadamente 0,5% dos hipertensos tém hipertenséo
refrataria e, portanto, possuem uma PA descontrolada com a utilizacdo de 5 ou mais
medicamentos (CALHOUN et al., 2014). Entéo, se faz necessério a busca de novas
alternativas medicamentosas para o tratamento desta enfermidade que apresenta
uma incidéncia relativamente alta na populacdo. Aliado a este fato, substancias
originadas de produtos naturais tém sido uma importante fonte de obtencdo de

novos farmacos.

2.6 Utilizacdo de produtos naturais

Muitas evidéncias apontam as plantas medicinais como a mais antiga e
importante forma de medicacdo difundida no mundo (MCNEILL; JURGENS, 2006).
Desta forma, as plantas, pelas suas propriedades terapéuticas ou toxicas,
adquiriram fundamental importancia na medicina popular. A flora brasileira é
riqguissima em exemplares que sao utilizados pela populacdo para fins medicinais.
Toda planta que é administrada de alguma forma e, por qualquer via ao homem ou
animal exercendo sobre eles uma acédo farmacologica qualquer, € denominada de
planta medicinal (CRAVO, 1995). Além do mais, as plantas medicinais sempre foram
objeto de estudo na tentativa de descobrir novas fontes de obtencdo de principios
ativos (KOEHN; CARTER, 2005; LI; VEDERAS, 2009; MOLINARI, 2009).

Dentre os varios constituintes das plantas, os 0leos essenciais, esséncias
vegetais ou Oleos volateis, sdo caracterizados como misturas de compostos
organicos que apresentam como principais propriedades a volatilidade, aroma
intenso, imiscibilidade em &agua e solubilidade em solventes orgéanicos (COSTA,
1975). O termo Oleo essencial é empregado para designar liquidos oleosos volateis,
dotados de aroma forte quase sempre agradavel, extraidos de plantas por alguns
processos especificos, sendo mais frequente a destilacdo por arraste em vapor
d’agua (CRAVEIRO et al., 1981).

Os Oleos essenciais apresentam-se constituidos principalmente de
monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropandides, ésteres e outras substancias de
baixo peso molecular (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993). Os monoterpenos e
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sesquiterpenos dos Oleos essenciais, que sdo formados por duas e trés unidades
isoprénicas respectivamente, sdo encontrados normalmente em sementes, frutos,
cascas, folhas e flores de muitas espécies vegetais, e sdo considerados, em muitos
casos, como responsaveis pelos odores de plantas aromaticas (CHAVEZ, 1991).

2.7 0 Timol

O timol € um monoterpeno quimicamente denominado 5-metil-2-(1-metiletil)-
fenol e possui formula molecular CioH:40 e peso de 150,2 g/mol (Figura 4).
Apresenta-se em forma de cristais grandes translucidos incolores ou brancos. O
timol possui caracteristica pungente e odor aromatico, semelhante ao tomilho, bem
como, pouca solubilidade em agua. Seu ponto de fusdo é de 52 °C e seu ponto de
ebulicdo é de 233 °C.

Figura 4 Estrutura quimica do timol (5-metil-2-(1-metiletil)-fenol).

OH

O timol € conhecido por sua atividade antimicrobiana de amplo espectro, a
gual foi alvo de algumas investigacdes in vitro (DORMAN; DEANS, 2000; LAMBERT
et al., 2001) e in vivo (ADAM et al., 1998; MANOHAR et al., 2001). Entretanto, este
monoterpeno também é alvo de pesquisas envolvendo os tecidos musculares e foi
visto ele timol afeta o acoplamento excitacdo-contracdo do musculo esquelético, liso
e cardiaco (SAKAI; FUJII; TAKEMOTO, 1967). Alguns estudos mostram que o timol

induz a liberacdo de Ca*" do reticulo sarcoplasmatico no misculo esquelético
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(PALADE et al., 1987), musculo liso (HISAYAMA; TAKAYANAGI, 1986) e em
neurénios (KOSTYUK; BELAN, TEPIKIN; 1991). Szentrandrdssy e colaboradores
(2004) demonstraram que o timol gerou um efeito inotropico negativo sobre as
preparacées de musculo cardiaco em cdes e cobaias, devido a combinagcdo da
liberagdo de Ca*" pelo timol e pela inibicdo da bomba de célcio, além de um efeito
sensibilizador de célcio em concentragcdes mais baixas do timol, indicando que o
composto é susceptivel de interagir com a maquinaria contratil da musculatura do
coracdo. Em adicdo a isso, foi demonstrado que o timol inibe a Ca*-ATPase em
vesiculas do reticulo sarcoplasmatico isoladas do musculo esquelético e ativamente
carregadas com célcio e também induz a ativacdo do receptor de rianodina tipo- 1
(RyR1) incorporado em uma bicamada lipidica artificial (SARKOZI et al., 2007). Além
disso, Magyar e colaboradores (2004) estudando os efeitos de timol em
cardiomidcitos ventriculares isolados de seres humanos e de cdes e fazendo uso da
técnica de "patch clamp”, demostraram que o timol foi capaz de inibir as correntes de
Ca** tipo-L .

Beer e colaboradores (2007) demonstraram que o timol, em concentracdes
menores que 1 uM, é um agonista de receptores a1, a2 e [ -adrenérgicos em
segmentos de musculo liso de estbmago e veia porta de cobaia . Em concentracdes
superiores a 1 uM, o timol apresentou efeito espasmolito, cujo mecanismo de agao
nao foi descrito. Por outro lado, Peixoto-Neves e colaboradores (2010)
demonstraram que o timol promove efeito relaxante independente do endotélio em
aorta de rato pré-contraida com KCI, provavelmente por envolvimento de mdaltiplos
mecanismos relacionados a dinamica do Ca**, como: alteracdo da liberacdo do Ca*
pelo reticulo sarcoplasmatico, sensibilizacdo do Ca*" ao sistema contratil e efeito
inibitério sobre o influxo de Ca*".

Estudos eletrofisiologicos demonstram que o timol inibe de maneira
dependente de concentracdo Ica e Ik em musculo esquelético, (SZENTANDRASSY
et al., 2003) cardiomidécitos ventriculares isolados de cdes e humanos (MAGYAR et
al., 2002) além de ativar Ix em células GH3 (HUANG; WU; SHEN, 2005).

Recentemente, Meeran, Jagadeesh e Selvaraj (2015) constataram os efeitos
protetores do timol sobre a inflamacao ocorrida recorrente do infarto do miocéardio
induzido por isoproterenol em ratos Wistar, por inibir a liberacdo de enzimas
lisossomais e reduzir a expressao de citocinas pro-inflamatérias, demonstrando o

seu potente efeito anti-inflamatorio.
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Em estudos anteriores realizados em nosso laboratério, foi observado que o
timol induz hipotenséo, bradicardia e relaxamento em diferentes leitos vasculares de
ratos normotensos e hipertensos mediado pelo bloqueio de canais calcio
dependentes de voltagem (Ca,) e apresenta efeito inibitério sobre as lca. em
cardiomidcitos de ratos normotensos e hipertensos (ARAUJO, 2011). Entretanto,
nao existem estudos a respeito do cronotropismo e inotropismo em ratos

normotensos e hipertensos com timol.
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3 OBJETIVOS

3.1Geral

Investigar o efeito do timol sobre o inotropismo e o cronotropismo cardiacos,

utilizando preparagdes de atrio isolado de ratos normotensos e hipertensos.

3.2Especificos

o Avaliar o efeito do timol sobre a forca de contracdo do atrio esquerdo isolado

de ratos normotensos e hipertensos;

o Avaliar o efeito do timol sobre a frequéncia de batimento do atrio direito

isolado de ratos normotensos e hipertensos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados para todos os experimentos ratos Wistar Kyoto (WKY) e
espontaneamente hipertensos (SHR) estando entre 16 - 18 semanas de idade,
provenientes do Biotério Prof. Thomas George do Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB),
sendo mantidos sob condi¢des controladas de temperatura (21 + 1° C) e submetidos
a um ciclo claro-escuro de 12 horas (ciclo claro das 6 as 18 horas), tendo livre
acesso a alimentacdo e agua. Os protocolos experimentais foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPB parecer n° 113/2015.

4.2 Drogas e sais utilizados

Para a realizac&do dos protocolos experimentais foi utilizado o timol e os sais
cloreto de sédio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto calcio di-hidratado
(CaCl,.2H,0), glicose (CgH1206), bicarbonato de sodio (NaHCOgj), fosfato de
potassio (KH,PO,) e sulfato de magnésio (MgSO,) (Todos da Sigma, St. Louis; MO,
EUA).

4.3 Solucgéo nutritiva

A solucéo fisiologica utilizada nos experimentos foi a solu¢cdo Krebs Henseleit

sem EDTA, cuja composicao esta descrita no quadro abaixo.
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Quadro 1: Composicéo da solucdo de Krebs Henseleit (pH=7,4)

Substancia Concentracao (mM)

NaCl 118,4
KCI 4.7
CaCl; 2,5
Mg SO, 1,2
NaHCOs3; 25,0
KH2PO4 1,2
Glicose 10,0

Fonte: (NASA et al., 1992).

4.4 Preparacéo das solucdes de timol

Antes de cada experimento o timol foi solubilizado em cremofor (Sigma, Cat #
C5135) (3% por mL de solucéo) e diluido em agua de osmose reversa de modo a
serem obtidas as concentracbes desejadas para cada protocolo experimental. A

concentracao final de cremofor nas abordagens utilizadas ndo excedeu 0,03%.

4.5 Preparo dos atrios isolados de rato

Os atrios foram isolados de acordo com a técnica descrita por Nasa e
colaboradores (1992). Para o isolamento dos atrios, os ratos foram eutanasiados.
Em seguida, os atrios direito e esquerdo foram retirados perpendicularmente ao eixo
do coracdo, suspensos em hastes e mantidos em cubas para 6rgao isolado
contendo 10 mL, preenchidas com solucdo Krebs-Henseleit e continuamente
gaseificadas com uma mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,), a
temperatura de 37° C (pH 7,4). Os atrios foram acoplados a um transdutor de forca

(MLTO020, ADInstruments, Australia). Cada atrio foi mantido a uma tenséao inicial de
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0,5 g por 30 minutos, que corresponde ao periodo de estabilizacdo. Durante este
tempo, o meio nutritivo foi trocado a cada 10 minutos, para evitar a interferéncia de
metabdlitos indesejaveis.

Como o atrio esquerdo ndo possui o nodo sino-atrial, ele recebeu estimulacéo
por meio de um estimulador elétrico (Panlab, Harvard, EUA) através de eletrodos de
platina, por pulsos retangulares com uma frequéncia de 3 Hz, duragdo de 3 ms e
uma voltagem 1,5 vezes o limiar de excitagdo. Os parametros cardiacos foram
captados pelo sistema de aquisicdo LabChart (ML870/P, versdo 7.0, ADInstruments,
Australia).

O efeito inotrépico foi calculado a partir da amplitude de contracdo do atrio
esquerdo antes (controle) e apos a administracao do timol. O efeito cronotropico foi
avaliado no atrio direito, por conter o nodo sino-atrial. A freqiéncia controle
(batimentos/minuto) foi registrada no inicio do experimento, sendo considerada como
100%.

4.6 Avaliacao do efeito de timol sobre o cronotropismo e inotropismo em atrios

isolados de rato

Apés um periodo de estabilizacdo de 30 min, foi obtido um registro controle
para cronotropismo (atrio direito) e inotropismo (atrio esquerdo) cardiacos e, em
seguida, concentracfes crescentes e de forma cumulativa de timol (1uM — 1mM)
foram adicionadas separadamente a cuba para a obtencdo de uma curva

concentracéo - resposta.

4.7 Andlise estatistica

Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m). Os
testes t de Student foi utilizado para avaliar a significancia das diferencas entre as
médias. Os valores foram considerados significativamente diferentes quando p <

0,05. Os valores de pD; (logaritmo negativo da concentragcéo responsavel por 50%
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do efeito maximo) foram obtidos através de regressdes ndo lineares das curvas
tracadas a partir dos valores percentuais das respostas induzidas pelo timol em cada
experimento. Para todos esses procedimentos foi utilizado o programa estatistico
Graph Pad Prism 6.0°.



29

5 RESULTADOS

5.1 Efeitos cronotropico e inotropico negativos induzidos pelo timol em
animais SHR

O objetivo da realizacdo deste protocolo em atrio foi avaliar os efeitos
cardiacos in vitro do timol na linhagem de animais SHR. Os efeitos de timol sobre o
cronotropismo e inotropismo cardiacos foram avaliados em atrios direito e esquerdo
isolados de rato SHR, respectivamente. A administracdo do timol (10® — 3x10™ M)
de maneira cumulativa as preparacdes atriais isoladas de animais SHR foi capaz de
induzir um efeito cronotrépico negativo (pD2 = 3,9 + 0,029, Emax = 100 = 0%, n = 10).
No atrio esquerdo a administracdo de timol (10® — 10° M) induziu um efeito
inotropico negativo de maneira dependente de concentracéo (pD2 = 4,6 £ 0,080, Emax
= 100 = 0%, n = 7). Interessantemente, o efeito sobre a forca de contracdo cardiaca
apresentou maior potencia (p<0,001) quando comparado ao efeito induzido no
cronotropismo cardiaco. O efeito do timol sobre a cronotropismo e inotropismo em

preparacoes de atrios isolados de ratos SHR sdo mostrados na figura 5.
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Figura 5 A. Representacédo do tracado original de um experimento da curva concentracdo-
resposta do timol (10'8 -3x10* M) em é&trio direito isolado de rato SHR. B. Representacao
do tracado original de um experimento da curva concentracdo-resposta do timol (10'8 -10°
M) em atrio esquerdo isolado de rato SHR. C. Efeitos cronotropico e inotrépico negativos
induzidos por timol. Curvas concentracéo-resposta para o timol em atrios direito (10'8 -3x10
4

M) e esquerdo (10 — 10 M) isolados de rato SHR. Os dados estdo representados como

médias * erro padrdo da média dos experimentos. ***p < 0,001 (teste t).
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5.2 Efeitos cronotropico e inotropico negativos induzidos pelo timol em

animais WKY

Este protocolo experimental em &trio foi realizado com o objetivo de avaliar os
efeitos cardiacos in vitro do timol na linhagem de animais WKY. Os efeitos de timol
sobre 0 cronotropismo e inotropismo cardiacos foram avaliados em atrios direito e
esquerdo isolados de rato WKY, respectivamente. A administracdo do timol (10® —
3x10™ M) de maneira cumulativa as preparacdes atriais isoladas de animais WKY foi
capaz de induzir um efeito cronotropico negativo (pD, = 4,0 £ 0,037, Emax = 100 *
0%, n = 5). No atrio esquerdo a administracdo de timol (10® — 10 M) induziu um
efeito inotropico negativo de maneira dependente de concentracdo (pD; = 4,6 £
0,058, Emax = 100 £ 0%, n = 7). Assim como observado para os animais SHR, o
efeito sobre a forca de contracdo cardiaca apresentou maior potencia (p<0,001)
guando comparado ao efeito induzido no cronotropismo cardiaco. O efeito do timol
sobre a cronotropismo e inotropismo em preparacdes de atrios isolados de ratos

WKY sdo mostrados na figura 6.
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Figura 6 A. Representacédo do tracado original de um experimento da curva concentracdo-
resposta do timol (10® — 3 x 10* M) em atrio direito isolado de rato WKY. B. Representacao
do tracado original de um experimento da curva concentracdo-resposta do timol (10'8 -10°
M) em atrio esquerdo isolado de rato WKY. C. Efeitos cronotrépico e inotrépico negativos
induzidos por timol. Curvas concentragéo-resposta para o timol em atrios direito (10'8 -3x10
* M) e esquerdo (10'8 -10° M) isolados de rato WKY. Os dados estdo representados como

médias * erro padrdo da média dos experimentos. ***p < 0,001 (teste t).
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5.3 Comparacdo do efeito cronotrépico negativo induzido pelo timol em
animais SHR e WKY

Quando comparado o efeito cronotrépico induzido pelo timol nos dois modelos
animais, foi observado que o monoterpeno reduziu a frequéncia de batimentos do
atrio direto de maneira estatisticamente semelhante em ratos hipertensos (pD, = 3,9
+ 0,029, Enax = 100 + 0%, n = 10) e normotensos (pD2 = 4,0 £ 0,037, Enax = 100 +
0%, n = 5), como mostrado na figura 7.
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Figura 7 A. Representacdo do tragado original de um experimento da curva concentragéo-
resposta do timol (10'8 -3x10* M) em é&trio direito isolado de rato SHR. B. Representacao
do tracado original de um experimento da curva concentrac&o-resposta do timol (10® — 3 x 10
* M) em éatrio direito isolado de rato WKY. C. Efeito cronotrépico induzido por timol em ratos
SHR e WKY. Curvas concentracdo-resposta para o timol (10'8 —3x 10™ M) em atrios direitos

isolados de animais SHR e WKY. Os dados estéo representados como médias * erro padrao
da média dos experimentos. ***p < 0,001 (teste t).
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5.4 Comparacédo do efeito inotropico negativo induzido pelo timol em animais
SHR e WKY

Quando comparado o efeito inotrépico induzido pelo timol em atrio isolado de
ratos normotensos e hipertensos, foi observado que o composto reduziu a forgca de
contracdo do &trio esquerdo de maneira estatisticamente semelhante em ratos
hipertensos (pD;, = 4,6 = 0,080, Emax= 100 + 0%, n = 7) e normotensos (pD, = 4,6 £
0,058, Emax= 100 £ 0%, n = 7), como mostrado na figura 8.
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Figura 8 A. Representacdo do tragado original de um experimento da curva concentragéo-
resposta do timol (10'8 -10° M) em atrio esquerdo isolado de rato SHR. B. Representacéo do
tracado original de um experimento da curva concentragéo-resposta do timol (10° — 10° M)
em atrio esquerdo isolado de rato WKY. C. Efeito inotropico induzido por timol em ratos SHR
e WKY. Curvas concentracdo-resposta para o timol (10'8 - 10° M) em atrios esquerdos
isolados de animais SHR e WKY. Os dados estéo representados como médias + erro padrdo

da média dos experimentos. ***p < 0,001 (teste t).
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos
cardiacos induzidos pelo timol, um monoterpeno encontrado na constituicdo dos
Oleos essenciais de algumas plantas, em um modelo animal de hipertenséo
essencial, bem como em seu controle normotenso.

Séo relatados na literatura efeitos de diversos 6leos essenciais sobre a
fungdo cardiovascular e os seus mecanismos de acgdo. Cunha e colaboradores
(2004) demonstraram que o 6leo essencial presente nas folhas de Ocotea duckei
Vattimo foi capaz de induzir a hipotensdo em ratos, e isto ocorreu devido a
diminuicdo da RVPT, bem como a bradicardia devido a ativacdo indireta dos
receptores muscarinicos cardiacos por meio do estimulo do nervo vago. Além disso,
também foram relatados os efeitos cronotropico e inotropico negativos em atrio de
rato, por inibir o influxo de Ca®". Em outro estudo, Santos e colaboradores (2007)
reportaram que o 6leo essencial da Hyptis fruticosa tem um efeito hipotensor com
aumento da frequéncia cardiaca, provavelmente de forma reflexa. A hipotenséo
parece ser resultado de uma vasodilatacdo direta, provavelmente devido a uma
inibicdo do influxo dos fons Ca** através de canais de Ca.,.

A literatura € contemplada de alguns estudos farmacolégicos de plantas
medicinais que possuem o timol como constituinte dos seus 6leos essenciais, sobre
0 sistema cardiovascular. E o caso do 6leo essencial da espécie Lippia microphylla
Cham. (OELM), que possui como constituinte majoritario o timol. O OELM promoveu
um relaxamento em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato de maneira
independente do endotélio vascular, provavelmente mediado por uma inibicdo do
influxo de Ca*" por meio de canais Ca, e esses efeitos farmacolégicos induzidos
pelo OELM em artéria mesentérica parecem ser mediados pelo o timol (ARAUJO,
2011).

A literatura relata que o timol gerou um efeito inotropico negativo no musculo
cardiaco de caes e cobaias, devido reducdo do teor de calcio do reticulo
sarcoplasmatico devido & combinacdo da liberacdo de Ca®" induzida por timol e
inibicdo da bomba de calcio, o que indica que este monoterpeno é capaz de atuar na
maquinaria contratii da musculatura cardiaca (SZENTRANDRASSY et al., 2004).

Mais tarde, foi relatado que o timol inibe de maneira dependente de concentragao as



lca. em cardiomidcitos isolados de ratos SHR e WKY e induz hipotenséo,
bradicardia e relaxamento em diferentes leitos vasculares nestes animais (ARAUJO,
2011). Mais recentemente, foi visto que o timol apresenta efeitos protetores sobre os
danos inflamatdrios recorrentes da indugéo infarto do miocardio por isoproterenol em
ratos Wistar, efeitos estes gerados por meio da inibicdo da liberacdo de enzimas
lisossomais e reducdo da expressao de citocinas pré-inflamatorias (MEERAN;
JAGADEESH; SELVARAJ, 2015).

Entdo, devido aos varios estudos ja publicados na literatura sobre a acao
cardiovascular dos monoterpenos constituintes dos 6leos essenciais e também
devido aos poucos estudos sobre as agdes do timol no sistema cardiovascular e de
suas atividades cardiacas, foi realizado um trabalho visando verificar se o composto
atua sobre a frequéncia e a forca de contracdo do coracdo, bem como se existem
diferencas de seus efeitos em animais hipertensos e normotensos.

Sabendo que os animais SHR representam um importante modelo
experimental de hipertensdo essencial humana, foi escolhido este modelo de
hipertensdo para caracterizacdo farmacolégica dos efeitos cardiovasculares
induzidos pelo timol. Para isto, foram realizados experimentos por meio da técnica
de sistema de oOrgaos isolados in vitro utilizando atrios isolados de ratos SHR e
WKY.

A automaticidade cardiaca foi avaliada em preparacdes de atrio direito isolado
de rato, pois é neste atrio que sao encontradas as células autoexcitaveis
responsaveis por gerar a frequéncia cardiaca. Foi observado que o timol induziu
intenso efeito cronotrépico negativo, tanto em ratos SHR quanto em ratos WKY,
atingindo o efeito maximo de 100% e apresentando poténcias equivalentes em
ambos os animais. A forca contratil foi avaliada através das preparacdes de atrio
esquerdo e foi observado que concentracdes crescentes do timol reduziram
gradualmente a contratilidade do atrio esquerdo, com efeito inotrépico negativo
maximo de 100%, sendo este efeito, bem como as poténcias, equivalentes em
ambos os animais. Quando comparados os efeitos cronotrépico e inotrépico
negativos induzidos pelo timol, foi observado que os parametros em estudo
atingiram o efeito maximo de 100%, entretanto o efeito inotropico negativo foi mais
potente tanto em animais SHR quanto em WKY. Estes dados estdo em
concordancia com a literatura que mostra que o timol induz vasorrelaxamento

dependente de concentracdo em artéria mesentérica e aorta toracica de ratos
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normotensos e hipertensos de forma similar em ambos 0s animais e no mesmo
estagio da hipertensio avaliado no presente estudo (ARAUJO, 2011).

Os resultados obtidos, que demonstram que o timol tem efeito maximo de
100% sobre o cronotropismo e inotropismo cardiacos in vitro, estdo relacionados
com as concentra¢cdes aplicadas nos atrios isolados de ratos SHR e WKY até atingir
estes efeitos. Vale salientar que alguns medicamentos utilizados atualmente na
clinica para a terapia anti-hipertensiva e antiarritmica, como o € o caso do diltiazem
e do verapamil, que sdo blogueadores dos canais de calcio, podem reduzir a
contratilidade e a condutibilidade do coracdo e ainda desencadeiam, como efeito
adverso, a bradicardia, a piora da insuficiéncia cardiaca e até a parada cardiaca em
altas doses (BOMBIG; POVOA, 2009; ABERNETHY; SCHWAR, 1999).

A observacdo de que o timol é capaz de interagir com Ca,l (tipo-L) em
midcitos vasculares e apresenta efeito inibitdrio sobre as Ic,. em cardiomiécitos de
ratos normotensos e hipertensos (ARAUJO, 2011) e os estudos que demonstram
gue o timol induz inibicdo das Ica. em cardiomiocitos isolados de cdes e humanos
(MAGYAR et al., 2002), corroboram com a hipotese de que os efeitos cronotropico e
inotropico negativos induzidos pelo timol em animais normotensos e hipertensos
sejam devido a uma acédo do timol sobre o musculo cardiaco através da interagcao
com canais Ca, cardiacos. Entretanto, outros protocolos experimentais devem ser
realizados a fim de descrever esse mecanismo.

Estes resultados em conjunto demonstram que o timol apresenta um efeito
direto sobre o cronotropismo e inotropismo cardiacos no modelo animal de
hipertensdo essencial utilizado, como também em seu controle. Além disso, foi
observado que o monoterpeno apresenta 0 mesmo efeito tanto em animais
hipertensos, quanto em animais normotensos, nos dois parametros avaliados neste

estudo.
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, o presente estudo, fazendo uso de abordagens in vitro,

demonstrou que:

o O timol induz os efeitos cronotrépico e inotrépico negativos em atrios direito e

esquerdo, respectivamente, isolados de ratos SHR e WKY.

o O efeito inotrépico negativo induzido pelo timol apresenta maior poténcia
guando comparado ao efeito cronotrdpico negativo.

o Os efeitos sobre a frequéncia e a forca de contracdo cardiaca nao
apresentam diferencas significativas entre animais hipertensos e animais

normotensos.
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