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O carvacrol reduz a pressao arterial via ativacédo de canais receptores de potencial transiente em
ratos espontaneamente hipertensos

DANTAS, B. P. V.

Pés-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Tese de Doutorado, CCS/UFPB (2014)

RESUMO

Os canais TRP tém sido amplamente estudados, em diversos processos de
regulacdo fisioldgico e patologico no sistema cardiovascular. Carvacrol (5-isopropil-
2metilfenol) é conhecido por agir na vasculatura ativando ou bloqueando canais TRP,
entretanto ndo ha relatos dos seus efeitos em ratos hipertensos. Nosso objetivo foi
avaliar o envolvimento dos canais TRP na hipertensdo e o papel do carvacrol nos
efeitos cardiovasculares em ratos espontaneamente hipertensos. Em ensaios
eletrofisiolégicos carvacrol (300uM) promoveu inibicdo das correntes de bario,
sugerindo uma inibicdo do influxo de calcio por canais de Ca?" tipo-L. Ao avaliar a
expressdo do RNAm dos canais TRP em SHR, observamos pela primeira vez que a
expressdo de TRPV1 (p=0,0007), TRPV4 (p=0,0002), TRPM7 (p=0,0091), TRPM8
(p=0,0008) foram diminuidas e TRPC1 (p=0,02) aumentada. Em anéis de aorta pré-
contraidos com 1 uM de FEN, o carvacrol (10 - 3 x 10 M) induziu vasorelaxamento em
ratos wistar kyoto (WKY) (pD, = 4,88 + 0,09, Emax = 100,73 + 2,24%, n = 6; pD, = 5,09 +
0,08, Emax = 99,60 + 0,88%, n = 6) e em ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
(pD2 = 4,93 + 0,08, Enax = 110,06 + 2,07%, n = 6) na presenca e na auséncia do
endotélio funcional, respectivamente. Para avaliar a participacdo dos canais TRP, na
auséncia do endotélio funcional as preparacbes foram incubadas com vermelho de
ruténio, em WKY ndo houve alteracdo da resposta, mas em animais SHR tanto sua
poténcia (p<0,001) como sua eficacia (p<0,001) foram diminuidas, sugerindo que
carvacrol pode estar agindo em TRPV nos SHR. Ao utilizar magnésio, em WKY e SHR
tanto sua poténcia (p<0,01) quanto sua eficacia (p<0,001) farmacolégica foram
atenuadas, sugerindo acao sobre o canal TRPM7. Nas prepara¢des com 2-APB, CPZ e
BCTC os seus efeitos foram potencializados (p<0,01), sugerindo agdo sobre os canais
TRPV1, TRPC1, TRPM7 e TRPMS8. J4 com capsaicina, um ativador de TRPV1, esse
efeito foi atenuado (p<0,001) confirmando uma possivel acdo do carvacrol sobre
TRPV1. Nos estudos in vivo, com WKY e SHR n&o anestesiados, carvacrol produziu
hipotenséo e bradicardia, onde ao avaliar a agdo dos canais TRP em ensaios com
vermelho de ruténio e capsaicina pode-se sugerir uma possivel acdo de carvacrol sobre
TRPV1 e TRPV4, diminuindo a presséao arterial, corroborando com 0s ensaios in vitro.
Em conclusdo, esses resultados sugerem que os canais TRPV1, TRPV4, TRPM8 e
TRPM7 tém sua expressao diminuida e TRPC1 a expressdao aumentada em animais
SHR e carvacrol induz efeito vasorelaxante provavelmente agindo em TRPV1, TRPV4,
TRPC1, TRPM7 e TRPM8 em SHR. Além disso, os efeitos induzidos por carvacrol in
vivo mostraram uma atividade hipotensora e bradicardica e uma possivel influencia dos
canais TRPV1 e TRPV4 nessas respostas.

Palavras-chave: Carvacrol, aorta, Canais de Ca®" operados por voltagem tipo-L, Canais potencial
receptor transiente, vasorelaxamento, SHR.
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The carvacrol reduces blood pressure by activation of transient receptor potential channels in
spontaneously hypertensive rats

DANTAS, B. P. V.

Pés-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Tese de Doutorado, CCS/UFPB (2014)

ABSTRACT

TRP channels have been extensively studied in many physiological and pathological
processes involved in blood pressure regulation. Carvacrol is well known to act on TRP
channels in the vasculature, however there are no studies of its effects in hypertensive
rats. Our aim was to evaluate the contribution of TRP channels in hypertension and
evaluate the effects of carvacrol on TRP channels of SHR. In an electrophysiological
approach, carvacrol (300 pM) inhibited the barium current, suggesting a reduction of
calcium influx through L-type voltage-operated Ca** channels. We found that the mRNA
expression of the following TRP channels: TRPV1 (p=0.0007), TRPV4 (p=0.0002),
TRPM7 (p=0.0091) and TRPM8 (p=0.0008) are decreased and TRPC1 (p=0,02) are
increased in SHR compared to control. In aortic rings preparations precontracted with 1
uM of phenylephrine, carvacrol (10® - 3x10™ M) induced vasorelaxation in WKY (pD, =
4.88 £ 0.09, Eqax = 100.73 + 2.24%, n = 6) and SHR (pD, = 4.93 + 0.08, Emax= 110.06 +
2.07%, n = 6) in the presence of functional endothelium and that effect was not altered
after endothelium removal in WKY (pD, =5.09 + 0.08, Emax = 99.60 + 0.88%, n = 6) and
SHR (pD, = 5.00 + 0.08, Enax = 101.23 + 1.96%, n = 6), proposing an endothelium-
independent mechanism. To assess the role of TRP channels, aortic rings were
incubated with ruthenium red. In this assay, the vasorelaxant response was not changed
in the WKY. On the other hand both potency (p<0.001) and efficacy (p<0.001) were
reduced in SHR, suggesting that carvacrol could activate the subtypes TRPV in
hypertensive animals. When using magnesium, equally potency (p<0.001) and
pharmacological efficacy (p<0.01) were attenuated in both WKY and SHR, suggesting
the involvement of TRPM7. In preparations with 2-APB, CPZ and BCTC, the
vasorelaxant effect was potentiated (p<0.01) in both WKY and SHR, suggesting the
participation of TRPV1, TRPM8 and TRPM7 channels in the vasorelaxant effect induced
by carvacrol. Nevertheless, in the presence of capsaicin, the vasodilator effect was
attenuated (p<0.001) in both WKY and SHR endorsing a possible action of carvacrol on
TRPV1 and TRPV4 channel. In addition, in vivo studies showed that carvacrol produced
hypotension and bradycardia in unanesthetized WKY and SHR. In order to address the
cardiovascular responses in vivo, we performed experiments using ruthenium red and
capsaicin to evaluate the contribution of TRP channels in this effect. Our results
suggested an action of carvacrol on TRPV1 and TRPV4, confirming the in vitro assays.
In conclusion, these results suggest that the expression of TRPV1, TRPV4, TRPM7 and
TRPM8 was reduced and TRPC1 increased in SHR and carvacrol induced a
vasorelaxant effect probably by acting on TRPV1, TRPV4, TRPC1, TRPM7 and TRPM8
in SHR. Furthermore, the in vivo effects induced by carvacrol exhibited a hypotensive
and bradycardic activity and this effect, at least in part, is due to an activation of TRPV1
and TRPV4 channels in these responses.

Key words: aorta, carvacrol, L-type voltage-operated Ca** channels, SHR, transient receptor potential
channel, vasorelaxation
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1. Introducao

1.1 ConsideragOes gerais sobre o sistema cardiovascular

O sistema cardiovascular é composto pelo coracdo, vasos sanguineos e sangue
(PUSGLEY; TABRIZCHI, 2000). Uma das funcdes deste sistema € fornecer e manter
fluxo sanguineo suficiente aos diversos tecidos do organismo, segundo suas
necessidades metabdlicas. O sangue serve para transportar e distribuir substancias
essenciais para os tecidos, assim como para remover 0s produtos provenientes do
metabolismo, favorecendo as funcbes celulares, como: regulacdo da temperatura
corporal, manutengdo do balanco de fluidos, fornecimento de O, desenvolvimento,
crescimento, absorcdo de nutrientes essenciais, remocao celular e de metabdlitos e
defesa, promovendo a manutencédo da homeostase celular (AIRES et al. 2013; BERNE
et al., 2009, PUSGLEY; TABRIZCHI, 2000).

A PA é conceituada como a pressdo exercida pelo sangue sobre 0s vasos
arteriais e é determinada pelo produto de duas variaveis: o débito cardiaco (DC) e a
resisténcia vascular periférica total (RVPT). O DC, por sua vez, é influenciado pelo
volume diastdlico final, pela contratilidade miocéardica e pela frequéncia cardiaca. O
volume diastélico final € o volume que chega a camara ventricular antes da contracao e
€ determinado pela pressao venosa, que esta relacionada ao volume sanguineo e ao
tbnus muscular venoso. Ja a resisténcia vascular periférica total, por sua vez, é o
resultado de modificacBes tensionais no musculo liso vascular (GUYNET, 2006). Todos
esses parametros sdo variaveis que sdo influenciados por diversos mecanismos
regulatérios.

O sistema cardiovascular contribui para a manutencdo da homeostasia do
organismo, dispondo de mecanismos refinados de ajuste da PA, os quais necessitam
da acdo integrada de outros sistemas como o neural, o renal e o enddcrino
(CAMPAGNOLE-SANTOS; HAIBARA, 2001; LANFRACHI; SOMERS, 2002).

Esses ajustes podem ser de acado imediata, dito de regulacdo a curto e médio

prazo, que englobam os mecanismos de ag¢éo local, bem como mecanismos neurais e
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hormonais comandados pelos barorreceptores, quimiorreceptores, receptores
cardiopulmonares e outros cuja ativacdo determina alteracdes reflexas imediatas na
capacitancia venosa, retorno venoso, debito cardiaco e resisténcia periférica. Ja os de
acao prolongada e duradoura, dito de regulacéao a longo prazo, envolve mecanismos de
regulacéo da volemia e do leito vascular (AIRES et al. 2013, GROSS; AIRD, 2000; LI et
al, 2008).

Além desses mecanismos refinados de ajustes da PA, outros fatores podem
influenciar o estado contrétil da célula muscular lisa vascular, como os canais ibnicos
gue exercem uma importante funcdo no acoplamento excitacdo-contracdo do musculo
liso, funcionando como moduladores do potencial de membrana plasmatica e das
concentracdes de Ca®* no meio intracelular (KEVIN, NELSON, 2005).

O Ca®" é essencial no processo de sinalizacdo celular em muitos sistemas
biolégicos. E descrito que o estado de contratilidade vascular das células musculares
lisas, dentro da parede dos vasos sanguineos, é regulado pela concentracdo de Ca?*
intracelular ([Ca®']). Os vasoconstrictores agem elevando a [Ca®']; e aumentando a
sensibilidade dos processos contrateis ao Ca®*, por outro lado, os vasodilatadores
exercem efeitos opostos (LEDOUX et al., 2006).

As principais vias que levam ao aumento na [Ca®"];em miécitos sdo canais para
calcio sensiveis a voltagem (Ca,) e canais catidnicos nao-seletivos (ex: canais TRP),
localizados na membrana plasmatica, além de canais que levam a liberacdo de Ca?*
dos estoques intracelulares, tais como receptores de rianodina (RyR) ou receptores de
trisfosfato de inositol (IPsR), encontrados na membrana do reticulo sarcoplasmético
(LEDOUX et al., 2006).

E importante salientar que a mobilizacdo de Ca** do reticulo sarcoplasmatico através
de IPsRs e RYRs, em células de musculo liso, pode gerar ondas de Ca?*, o qual é sugestivo
de mediar vasoconstricdo (JAGGAR et al, 2000; THORNELOE; NELSON, 2005).
Paradoxalmente, os transientes de Ca?* gerados pela liberacéo de Ca®" através de IPsRs e
RYRs, na forma de “puffs” e “sparks” de Ca*" , respectivamente, em células de musculo liso,
podem ativar os canais para K* ativados pelo Ca®* (BKca), promovendo hiperpolarizacao da
membrana, limitando a contratilidade do musculo liso por fechamento dos canais de calcio
sensiveis a voltagem (Cav) (JAGGAR et al., 2000; THORNELOE; NELSON, 2005).
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Os canais para célcio dependentes de voltagem (Ca,) sdo considerados a maior via
de influxo de Ca®* em uma variedade de tipos celulares, incluindo musculo liso e misculo
cardiaco, controlando diversos processos como 0 acoplamento excitacdo-contracdo e a
transcricdo génica (BARLOW et al., 2006).

Nos midcitos vasculares estdo presentes os canais Ca,3 (Tipo-T) e Ca,1 (Tipo-L),
entretanto séo os canais Ca,l (Tipo-L) que parecem ser dominantes na maioria dos leitos
vasculares (JACKSON, 2000). Nelson e colaboradores (1990) relataram que a composicdo
das subunidades formadoras dos canais Ca, € um determinante do ténus vascular e dos
niveis de pressdo sanguinea. Além disso, estes canais inativam lentamente durante
despolarizacdes sustentadas, de maneira que o influxo de célcio através de uma fracdo de
canais Ca, é suficiente para mediar a contracdo induzida por pressdo em pequenas artérias,
contribuindo desta maneira para autorregulacéo dindmica de Varios leitos vasculares. Desta
forma, o influxo sustentado de célcio, por canais Ca,, induz um nivel tbénico de
vasoconstricdo e também cria um modelo excitatério, que auxilia ha acdo de substancias
vasoativas endogenas para melhor modular o didmetro arterial (NELSON et al., 1990;
SONKUSARE et al., 2006).

froe Ca,1Tipo-L
TRPC3 S0c po-
o3 8= I
qd

>’(\

‘ y Ca™ . ca™ ca* ’%C.
%,
2,
. <D ﬁ ml J ™,
\ t c.'. A Ca™
a —
[ @g —_> ._‘6 ’ ‘ Ca,1Tipo-L

4Ca™ CaM

Célula Muscular Lisa Vascular
2+ ... i
'Ca & & 'PA=DCx RVP
Vasoconstrigao

Figura 1: Representacdo esquematica da entrada de Ca*" e vasoconstricdo na CMLV. O Cavl

Tipo-L € o canal majoritario de entrada de calcio. O TRPC1 (SOC) é ativado por deplecdo do
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reticulo sarcoplasméatico. O TRPC6 (ROC) é ativado apés acoplamento do agonista ao receptor
GPCR. O TRPV4 (SAC) ¢ ativado por estresse de cisalhnamento. O IP3R e 0 RYR estdo presentes
no reticulo sarcoplasmatico (FIRTH; REMILLARD; YUAN, 2007, INOUE et al, 2006; BAYLIE,
BRAYDEN,2011).

Além dos Ca, que tém suas funcdes bem estabelecidas no aumento de [Ca®']
em midcitos, existe atualmente a familia de canais permedveis ao Ca®* conhecida por
canal receptor de potencial transiente (TRP). Que desde a sua descoberta, tem atraido
crescente atencdo por serem os Unicos canais de entrada de Ca®" ativados por
estimulos variados e associados a diversas func¢oes fisiolégicas (CLAPHAM, 2003).

Os canais TRP receberam esse nome porque quando ativados, permitirem o
influxo majoritario de cargas positivas para a célula, gerando uma despolarizacao
transiente chamada de potencial receptor, podendo ou nao vir a gerar um potencial de
acao (CLAPHAM, 2003).

Os canais TRP desempenham diversas fun¢des no sistema cardiovascular, tais
como vasoconstricdo, vasodilatacdo via liberacdo do peptideo relacionado ao gene da
calcitonina, producéo de 6xido nitrico (NO) na célula endotelial, proliferacao das células
musculares lisas, respostas miogénicas, sendo ainda os possiveis candidatos a canais
operados por estoques (SOCs), canais de Ca** mecanosensiveis (MSCC), canais
operados por receptor (ROCs) e canais ativado por estiramento (SAC) (FIRTH;
REMILLARD; YUAN, 2007, INOUE et al, 2006; BAYLIE, BRAYDEN,2011).

Varios fatores podem ativar os canais TRP como os receptores acoplados a
proteina G, agentes picantes (capsaicina), lipideos, pH, acido, calor, estresse de
cisalhamento, hipoosmolaridade, estresse oxidativo, elevacdo de Ca®* intracelular,
exposicdo a temperaturas baixas ou agentes resfriantes (INOUE et al.,, 2006;
CLAPHAM et al., 2005).

Vale salientar que até o momento foram detectados mais de 10 membros distintos
da superfamilia dos TRPs nas células musculares lisas vasculares, em especial em
aorta de rato, como por exemplo, os TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPV6, TRPM2,
TRPM3, TRPM4, TRPM6, TRPM7, TRPM8. Ja os TRPC s&o onipresentes
(Ubiquitously), onde a expressdao de TRPC1 > TRPC6 > TRPC3 > TRPC4 = TRPC5
(KARK, 2008; WATANABE, et al. 2008; YANG, 2006; INOUE, et al., 2006; WANG,
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2008; EARLEY; GONZALES; CRNICH, 2009; ZEBGER-GONG, 2011; NAYLOR, 2010;
JOHNSON, 2009; PENG, 2010; JARDIN, 2013; TOTH, 2014).
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Figura 2: Representacdo esquemaética dos canais TRP agindo sobre o tdnus vascular (FREICHEL
et al 2001; JOHNSON et al 2009; He et al; INOUE et al, 2006; BAYLIE, BRAYDEN,2011; YOGI, 2011).

Dentre os canais TRP presentes no musculo liso vascular, o TRPC1 é postulado

i dos

como um canal de calcio operado por estoque (SOC), que regula a [Ca
estoques intracelulares, sendo importante para contracdo e proliferacdo da célula
muscular lisa vascular (BERGDAHL et al., 2003; THORNELOE et al., 2005). Os TRPC3
também sdo importantes no sistema cardiovascular, estes canais estdo acoplados ao
trocador Na*/Ca®" (NCX), e sdo capazes de modular os sinais de Ca®" celulares de
uma maneira bidirecional, aumentando a entrada de Na* por canais TRPC3 levando a
operacdo em modo reverso do NCX, resultando em um aumento na concentracao de
Ca®" intracelulas, diminuicdo de Na* com subsequente inibicdo dos Ca, e estocagem

de Ca®" nos estoques intracelulares (ROSKER et al., 2004; EDER et al., 2005). O canal
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TRPC4 é vastamente expresso no endotélio vascular e musculo liso (FREICHEL et al.,
2001; TIRUPPATHI et al., 2002; BEECH; MURAKI; FLEMMING, 2004). J4 o TRPCG6 foi
descrito como um canal operado por receptor (ROC) ativado por diacilglicerol (DAG).
Os ROCs séao abertos em resposta a ativacao de receptores membranares acoplados a
PLC. Recentemente foi observado que a perda de funcédo ou diminuicdo da expressao
do TRPC1, TRPC3 e TRPC6 leva a diminuicdo do tbnus vascular de artérias e da
contratiidade do musculo liso, causando hipotensdo, efeitos importantes para o
tratamento de enfermidades tais como a hipertenséao arterial e pulmonar (HOFMANN et
al., 1999; DIETRICH et al., 2005; NOORANI, 2011; KOCHUKOV, 2012).

No que se refere a familia dos TRPV e sua importancia no sistema
cardiovascular, foi observado que existe um complexo de sinalizacdo de Ca*
envolvendo TRPV4, receptores de rianodina e canais BK:; em musculo liso levando ao
vasorelaxamento (EARLEY et al., 2005). Além disso, os TRPV1 presentes em
neurdnios sensitivos de artéria mesentérica, quando ativados levam a liberacdo do
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) que induz relaxamento vascular
(ZYGMUNT et al.,1999; INOUE, et al.,, 2006). J& Toth e colaboradores (2014),
observaram que a expressdo do TRPV1 ndo é uniforme nos leitos vasculares e as
respostas a capsaicina, um ativador de TRPV1, sdo diferentes em diferentes artérias
isoladas, corroborando com outro estudo que mostrou que as artérias podem
responder a capsaicina por dilatagdo ou por constricdo dependendo das condicbes
encontradas (Figura 3) (BAYLIE, BRAYDEN, 2011).
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Figura 3: Representacdo esquematica da acdo dos canais TRPV e seu complexo de sinalizagdo na
célula muscular lisa vascular, célula endotelial e nervo sensorial perivascular (BAYLIE,
BRAYDEN, 2011).

A familia dos canais TRPM consiste de 8 genes (TRPM1 — 8). O canal TRPM4 é
um canal que participa da despolarizacdo e contragdo, via PKC em resposta ao
aumento de presséao intraluminal (EARLEY, WALDRON, BRAYDEN, 2004; GONZALES
et al., 2010; CRNICH et al., 2010). O TRPM7 age como um canal catibnico e como uma
cinase, estando envolvido tanto na regulagdo do magnésio intracelular como na
sinalizacdo celular, podendo ser inibido por Mg?" livre intracelular. O aumento na
concentracdo de [Mg?']i atenua a vasoconstriccdo e diminui a proliferacédo da célula
muscular lisa vascular (NADLER et al., 2001; RUNNELS; YUE; CLAPHAM, 2001;
FIRTH; REMILLARD; YUAN, 2007), pois ao ser ativado bloqueia canais de calcio
sensiveis a voltagem e canais de Rianodina (YOGI, 2011). O TRPM8 é um canal
localizado na membrana plasmatica e membrana do reticulo sarcoplasmatico, quando
ativado permite o influxo de calcio através da membrana e liberacdo do calcio do


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=3134601_nihms252246f3.jpg
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reticulo sarcoplasmatico. Contribuindo para manutencdo do tbnus vasomotor e para o
vasorelaxamento (JOHNSON et al., 2009).

1.2 Considerac¢des sobre hipertenséo

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é uma condicdo clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressao arterial (PA). Associa-se
frequentemente a alteracdes funcionais e/ou estruturais dos Orgdos-alvo (coracéo,
encéfalo, rins e vasos sanguineos) e a alteracdes metabdlicas, com consequente
aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais (VI Diretrizes
Brasileiras de Hipertenséo, 2010).

Estas disfungfes incluem aumento da relacdo parede versus luz das artérias e
da resisténcia periférica, aumento da quantidade de massa cardiaca e muscular lisa,
diminuicdo da complacéncia venosa e aumento da vasoconstricdo com reducdo da
vasodilatacao, tanto dependente como independente do endotélio vascular (SAFAR et
al., 1981; FOLKOW et al., 1982).

Atualmente existem varias linhagens de animais geneticamente hipertensos
desenvolvidos com o objetivo de mimetizar a patogénese da hipertensdo essencial
humana. E a mais estudada € a linhagem de ratos espontaneamente hipertensos
(spontaneously hypertensive rats — SHR) (OKAMOTO; AOKI; 1963).

A linhagem isogénica de SHR foi desenvolvida no japdo, na década de 1960 por
Okamoto e colaboradores, a partir dos ratos Wistar-Kyoto (WKY), por cruzamento entre
0s irmao com presséo arterial elevada, resultando em 100% da prole com hipertenséo
espontanea (OKAMOTO; AOKI; 1963).

Como em humanos, a resposta hipertensiva da linhagem de SHR inicia-se com
0 avanco da idade e a causa do aumento da pressdo sanguinea permanece
desconhecida. O aumento da pressédo comeca por volta de 5 - 6 semanas de idade e a
presséao arterial sistolica (PAS) pode atingir valores entre 180 e 200 mmHg em animais
adultos. Com o avanco da idade os SHR apresentam doencas cardiovasculares
caracteristicas, como a hipertrofia do coracdo e vasos sanguineos (CONRAD, 1995;

KUNDU; RAO, 2008). A semelhanca da hipertensio essencial humana, a patogénese
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da hipertensdo dos SHR também €& multifatorial: alteracbes hemodinamicas, neuro-
humorais e renais tém sido observadas (TRIPPODO; FROHLICH, 1981).

Diversos estudos vém mostrando que alteracdes na expressédo de canais que
regulam o tonus vascular podem ocasionar um remodelamento vascular, levando a
fibrose, inflamacdo, contracdo, migracdo celular, crescimento celular com um
consequente aumento da pressao arterial (OHYA, 1993; YOGI, 2011; TOUYZ, 2006;
WALAS e PATON, 2014; ADEBIYI, 2012; CHEN, 2010; NOORANI, 2011; KOCHUKOQV,
2012).

Devido as importantes funcdes que os canais Ca, exercem no controle do tbnus
vascular, anormalidades nestes canais sdo consideradas como parte da extensiva
adaptacédo bioldgica e morfolégica que caracteriza a hipertensao, pois, um aumento do
influxo de célcio, desencadeia um ténus vascular anormal e elevacao da resisténcia
vascular periférica (SONKUSARE et al., 2006). Ohya e colaboradores (1993)
observaram que em midcitos de artérias de SHR, havia um aumento da expresséao de
Ca,l (tipo-L), mostrando a importancia dos canais Ca,l (tipo-L) no controle do tonus
vascular e no desenvolvimento da hipertenséo.

O papel dos canais TRPs na patogenia da hipertensdo essencial foi primeiro
descrito por Liu e colaboradores (2003), o estudo comparou a expressao e funcdo dos
TRPC em ratos normotensos e espontaneamente hipertensos e em pacientes com
hipertenséo essencial, onde observaram aumento na expressédo de TRPC3 e TRPCS5,
sendo associado com um consequente aumento no influxo de Ca®* e essa resposta foi
bloqueada por um inibidor dos TRP/SOCs (SKF 96365) e em animais nocautes para
TRPC3 (LIU et al.,, 2003) e TRPC5 (LIU et al., 2006). Em outro estudo Liu e
colaboradores (2009), mostraram que em SHR havia aumento da expressao de TRPC3
em aorta de rato e essa expressao era pronunciada com o uso de angiotensina Il (LIU
2009), levando a um aumento da pressao arterial e do influxo de calcio. Recentemente
alguns estudos publicaram que o aumento na expressdo do TRPC3 em animais SHR
leva ha um aumento da contracdo e a uma consequente elevacao da pressao arterial
(CHEN, 2010; NOORANI, 2011; ADEBIYI, 2012, KOCHUKOV, 2012).

Adicionalmente aos TRPC a subfamilia dos canais TRPM pode também estar

envolvida na hipertenséao essencial. Um exemplo é o canal TRPM7, que pode regular o
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transporte de Mg?* e atenuar a vasoconstricdo induzida por agonistas (KONRAD;
SCHLINGMANN; GUDERMANN, 2004) e a proliferacdo nas células do musculo liso
vascular, observada durante a hipertensdo (TOUYZ, 2006). Estudos com CMLV de
aorta e artéria mesentérica o TRPM7 teve sua expressdo aumentada em resposta ao
tratamento cronico com angiotensina Il e aldosterona e interessantemente células
deficientes em TRPM7 nao proliferam em resposta a angiotensina Il (YAO et al., 2005;
TOUYZ et al., 2006). J& em um estudo recente foi demonstrado que a diminui¢do da
expressdo de TRPM7 em animais SHR, leva ao remodelamento vascular e um
consequente aumento da pressao arterial (YOGI, 2011).

Outra subfamilia que pode estar envolvida com a hipertensdo essencial € o
canal TRPV. Estudos com SHR mostraram que o bloqueio do TRPV1 impede a
hipotenséo promovida por anandamina, um ativador do TRPV1 (LI, KAMINSKI, WANG,
2003). J4 Gao e colaboradores (2009), observaram que a ativacdo do TRPV4 leva a
um efeito depressor. Esse estudo foi realizado em ratos hipertensos com sensibilidade
ao sal, onde no grupo com alta ingesta de sal, observou-se que a expressao do TRPV4
estava diminuida e a PA elevada, tendo esse efeito atenuado pela superexpressao do
TRPV4. Em outro estudo recente, os autores observaram que a expressado do TRPV4
estava diminuida em artéria carotida de animais espontaneamente hipertensos,
levando a um aumento da pressao arterial (WALAS e PATON, 2014).

1.3 Consideragfes sobre os monoterpenos e o carvacrol

A identificacdo dos canais TRP s6 foi possivel a partir de estudos com produtos
naturais tendo suas funcdes avaliadas sobre os sistemas biol6gicos, onde os
monoterpenos foram os produtos naturais mais promissores (CALIXTO et al., 2005).

A literatura vem nos mostrando que 0s monoterpenos sdo substancias
classicamente conhecidas por atuarem como agonistas e antagonistas de canais TRP
(PEIER et al.,, 2002). Os monoterpenos sao hidrocarbonetos extraidos de Oleos
essenciais, formados a partir de uma unidade bésica, o isopreno [CH3C(CH,)CH,CHz],

sendo constituidos de duas unidades isoprénicas (10 atomos de carbono).
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Varios monoterpenos apresentam acdes sobre o sistema cardiovascular como a
exemplo a rotundifolona, o a-terpineol, o citronelol, o timol e o carvacrol (SILVA et al.,
2011; RIBEIRO, 2010; BASTOS et al., 2009; PEIXOTO-NEVES et al., 2009). Como
exemplos de monoterpenos atuando sobre canais TRP, temos o mentol que é
classicamente conhecido por ativar canais TRPM8, a canfora que ativa TRPV3, o
eucaliptol que ativa o TRPM8, o borneol que inibe o TRPL, o timol que ativa o TRPV3
(CALIXTO et al., 2005; MACPHERSON et al., 2006; PARNAS, et al., 2009).

O carvacrol é encontrado no 6leo essencial de Oreganum vulgare (TIAN; LAI,
2006) bem como de outras espécies do mesmo género como Oreganum minutiflorum
(SARER, et al.,, 1996) e Oreganum onites (VOKOU; KOKKIMI; BESSIERE, 1988),
compondo valores acima de 92% do seus 6leos essenciais.

O carvacrol é quimicamente denominado 5-isopropil-2-metilfenol e possui
formula molecular C10H140 e peso molecular de 150,217g/mol (Figura 4). Apresenta-se
em forma liquida de coloracdo amarelo claro, cuja densidade é de 0,98g/mL(20°C). O
carvacrol possui caracteristica pungente e odor aromatico, bem como, pouca
solubilidade em &gua. Seu ponto de fusdo € de 2°C e seu ponto de ebulicdo é de 234 —
236°C.

Figura 4: Estrutura quimica do carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol)

O Carvacrol apresenta baixa toxicidade, com uma DLsg de 910 mg/kg do peso
corporal, quando administrado por via oral em ratos (JENNER et al., 1964).

Estudos anteriores mostraram que o carvacrol apresenta efeito hipotensor e
bradicardico em ratos normotensos anestesiados e adicionalmente promove um efeito
vasorrelaxante em aorta, envolvendo inibicdo do influxo de calcio (AYDIN et al., 2007,
PEIXOTO-NEVES et al., 2009).
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Recentemente em nossos estudos demonstramos que, o carvacrol promoveu
um efeito hipotensor e bradicardico em ratos normotensos ndo-anestesiados, podendo
estar agindo diretamente no coracdo pelo inotropismo e cronotropismo negativo no
atrio isolado, também inibiu as correntes de bario em midcitos de artéria mesentérica,
comprovando o envolvimento dos canais da calcio sensiveis a voltagem, também
promoveu vasorelaxamento em artéria mesentérica, por inibicdo do influxo de calcio
por canais de calcio sensiveis a voltagem (Cav) do tipo-L, canais operados por
receptor/TRPCG6, canais operados por estoques/TRPC1 além de agir sobre os canais
TRPM?7 (Figura 5) (DANTAS et al., 2015).
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Figura 5: Representagdo esqueméatica do mecanismo de acdo do carvacrol em promover

vasorelaxamento e reducdo da presséo arterial (DANTAS, et al., 2015).

A literatura também nos mostra que o carvacrol € um conhecido ativador dos
canais TRPV3 (MACPHERSON et al., 2006, EARLEY et al.,, 2010) e TRPA1 (VOGT-
EISELE et al.,2007) além de agir inibindo, em mamiferos, os canais TRPM7 expressos

em células HEK e em neurdnios do hipocampo do cérebro. Em estudos



40

eletrofisioldgicos com cardiomiécitos humanos foi demostrado, que o carvacrol inibe as
correntes do canal TRPM7 (MACIANSKIENE et al., 2012).

Desse modo, fundamentamos a nossa proposta de trabalho, com base nos
estudos até o momento realizados, onde o carvacrol apresenta efeitos
farmacologicamente interessantes principalmente sobre o sistema cardiovascular, em
especial atuando como ativador e inibidor de canais TRP, onde esses canais tem uma
correlacdo funcional entre sua expressdo e as alteragBes na pressao sanguinea na
hipertensdo, tornando-os potenciais alvos terapéuticos para o0 controle da
vasoconstricao e proliferacdo das células musculares lisas vasculares que caracterizam
o estado hipertensivo (FIRTH; REMILARD; YAN, 2007; AYDIN et al., 2007; PEIXOTO-
NEVES et al.,, 2009; EARLEY 2010; MACIANSKIENE, 2012; MACPHERSON et al.,
2006; VOGT-EISELE et al., 2007; PARNAS et al., 2009; EARLEY; GONZALES; GARCIA,
2010; DANTAS, 2010; MACIANSKIENE, 2012)

Portanto o nosso obijetivo foi avaliar os efeitos cardiovasculares do carvacrol na

hipertenséo arterial correlacionando esses efeitos com os canais TRP.
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2. OBJETIVOS
2.1Geral

Avaliar os efeitos cardiovasculares promovidos pelo carvacrol em um modelo
de hipertensdo arterial, correlacionando esses efeitos a participacdo dos
canais TRP.

2.2Especificos

Estudos in vitro

e Avaliar o efeito do carvacrol sobre as correntes ibnicas através dos canais de
calcio sensiveis a voltagem em midécitos vasculares de aorta de rato;

e Avaliar a expressdo dos canais TRP em midcitos vasculares de aorta de
SHR e WKY;

e Investigar a atividade vasorelaxante do carvacrol em anéis de aorta em SHR

e WKY e a participacao de canais TRP nestas respostas;

Estudos in vivo

e Investigar o efeito do carvacrol sobre a pressao arterial e frequéncia
cardiaca de WKY e SHR e avaliar a participagdo dos canais TRP nas
respostas observadas.
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3. Material

3.1 Animais

Foram utilizados ratos albinos Wistar (Rattus norvegicus) machos,
pesando em torno de 250-300 gramas, bem como, ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) e seus controles normotensos wistar kyoto (WKY), ambos
entre 12-14 semanas de idade, provenientes do Biotério Prof. Thomas George
do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes Medeiros da
Universidade Federal da Paraiba. Estes animais foram mantidos sob condi¢cbes
controladas de temperatura (22 + 1 °C) , com ciclo claro-escuro de 12 horas
tendo estes, livre acesso a 4gua e a alimentacdo. Este trabalho seguiu o guia
internacional para reducdo da dor e sofrimento e foi aprovado pelo comité de
ética em pesquisa animal da UFPB de nimero CEUA 0207/11.

3.2Drogas utilizadas

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas as seguintes
drogas: cloridrato de L-fenilefrina (Sigma), cloridrato de acetilcolina (Sigma),
cetamina (Sigma), xilasina (Sigma), vermelho de ruténio (Sigma), albumina
sérica bovina (Sigma), colagenase tipo Il (worthington biochemical corporation),
capsazepina (Sigma), hialuronidase tipo Il (Sigma), quimopapaina (Sigma), DL-
ditiotreitol (Sigma), 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) (Sigma), capsaicina,
BCTC (N-(4-tertiarybutylphenyl)-4-(3-chloropyridin-2-yl)tetrahydropyrazine-1(2H)-
carbox-amide) (sigma), dimetilsulfoxido (DMSO), HEPES, EGTA.

Para a preparacao das solucdes estoques o BCTC, 2-APB, vermelho de
ruténio e capsazepina foram dissolvidos em DMSO e diluidos em &gua
destilada, de modo a serem obtidas as concentracdes desejadas para cada
protocolo experimental (volume final de DMSO < 0,1%). As demais drogas foram
dissolvidas em agua destilada e as solu¢des foram mantidas entre 0 e 4 °C e
somente retiradas no momento do experimento.

3.3Preparo das solucdes do carvacrol

Este trabalho foi desenvolvido, utilizando-se o carvacrol (5-Isopropil-2-
metilfenol) a 98% obtido da Sigma com referéncia: 282197-106, lote:540656-
487, com férmula molecular C,0H140, massa molecular 150,217g/mol, densidade
0,98g/ml.
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Para o preparo das solucbes estoques de Carvacrol, o mesmo foi
solubilizado em 100% DMSO e diluido em agua destilada de modo a serem
obtidas as concentracdes desejadas para cada protocolo experimental. As
concentracbes de DMSO em solugdo nunca excederam 0,1% e foram
previamente testadas, apresentando auséncia de efeito farmacoldgico.

3.4 Desenho dos Primers para o RT-PCR, sequéncias utilizadas para a
amplificag&o dos genes.

Tabela 1: Especificagdes dos Primers (Primers obtidos da Sigma)

GENE Sequencia dos primers Tamanho

do fragmento

TRPV1 F: 5-GCGAGTTCAAAGACCCAGAG-3’ 79 pb
R: 5-GTGTCATTCTGCCCATTGTG-3’

TRPV3 F: 5-AGTGCCTCTCTGGCAACTGT-3’ 122 pb
R: 5-CTGCCTCTGTTCTTCCTTGG-3’

TRPVA4 F: 5-AGCAACCTGGAGACTGTGCT-3’ 143 pb
R: 5-TTGAACTTGCGAGACAGGTG-3’

TRPMS8 F: 5-TCTCAGTGACGGGTGGAGCC-3’ 127 pb
R: 5-AGACCGTAATGAGTGCCTCC-3’

TRPM7 F: 5-CACTGGCATGGGACAGAGTT-3’ 350 pb
R: 5-CTCTTTCGCAACTGAGGGGT-3

TRPC1 F: 5-GCCAGACCCAGACAGAGCAT-3’ 146 pb
R: 5-GCCCGGAGATGTTGATGACC-3

B-actina F: 5-ACGGTCAGGTCATCACTATC-3 90 pb
R: 5-TGCCACAGGATTCCATACC-3’

Gapdh F: 5-GCGAGATCCCGCTAACATCA-3' 95 pb

R: 5-CCCTTCCACGATGCCAAAGT-3'
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3.5Protocolo Maxima® SYBR® Green/Fluorescein gPCR master Mix
(Fermentas, EUA).

1 2 9 4 . .
950 C 350 C
10:00 015
720 C
600 C 0:30 G
500 C o0 =) ?
2:00
0O
< 3
50 «x
1 50,0 C for 2:00
2 550 C for 10:00
3 950 C for (:15 Uresnaluragao
4 600 C for 0:20 Anelamento
5 720 C for 0:30  Extensao

+

Plate Read

o

GOTO 3, 50 moretimes

Melt Curve 650 to 95,0 C, increment 05 C.

for 0:05 + Plate Read

EMD

3.6Solucdes Fisioldgicas

Para o preparo das solucdes fisioldgicas foram utilizados os seguintes
sais: cloreto de sddio (NaCl) (MERCK), cloreto de potassio (KCI) (MERCK),
cloreto de célcio di-hidratado (CaCl,.2H,0) (MERCK), cloreto de magnésio hexa-
hidratado (MgCl,.6H,0) (MERCK), glicose (CsH1206) (MERCK), bicarbonato de
sédio (NaHCO3) (VETEC), fosfato de sodio mono-hidratado (NaH;PO4.H20)
(VETEC), cloreto de magnésio (MgCly), sulfato de magnésio heptahidratado
(MgS04.7H20), fosfato diacido de potassio monohidratado (KH2PO4.H20).

As tabelas a seguir mostram as composi¢fes das varias solugdes utilizadas:

Solugdes fisioldgicas para anéis de aorta toracica de rato
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Tabela 2: Solucao fisioldgica para anéis de aorta toracica de rato - Composicdo da
solucéo Krebs (pH=7,4)

Substéncia Concentragdo (mM)

NaCl 118
KCI 4.6
MgSO4 5,7
KH2PO4 1,1
CaCl, 2,5
Glicose 11
NaHCOs3 25

Solucdes fisiologicas para estudos com midcitos vasculares

Tabela 3: Composi¢ao da solucdo interna usada para avaliar as correntes de calcio
(CRUZ; MATSUDA, 1994).

Substéancia Concentracdo (mM)

CsCl 130
EGTA 10
HEPES 10
MgCI2 4
TEACI 10

Tabela 4: Composicao da solugcdo externa usada para avaliar as correntes de calcio
(CRUZ; MATSUDA, 1994).

Substancia Concentracdo (mM)

BaCl2 10 ou 20
NaCl 126
CsCl 5,4

HEPES 10

Glicose 10




Tabela 5: Composicéo da solucédo salina fisiologica (SSF) para dissociacédo dos
midcitos da aorta (XU et al., 1999).

Substéancia Concentracdo (mM)

NacCl
KCI
MgC|2
NaH2PO4
Na2HPO,
NaHCO
C&C'z
Glicose
Hepes

137
5,6
1
0,44
0,42
4,17
2,6
5
10
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Tabela 6: Composicéo da solucéo salina fisiologica (SSF) com baixa concentracéo de
célcio para dissociacdo dos miocitos da aorta (XU et al., 1999).

Substancia Concentracdo (mM)

NaCl
KCI
MgC|2
NaH,PO4
Na2HPO,
NaHCO
CaCl,
Glicose
Hepes

137
5,6
1
0,44
0,42
4,17
0,05
5
10




A
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4. METODOS

4.1 Ensaios Farmacoldgicos

Foram utilizadas trés diferentes formas de abordagem para caracterizar os
canais TRP em animais SHR e a possivel acdo do carvacrol: ensaios moleculares (RT-
PCR), ensaios farmacolégicos in vitro (banho de 6rgéos) e ensaios in vivo (Registro de
PA e FC), além de ensaios eletrofisiolégicos para medir correntes de célcio. Todos 0s
animais foram sacrificados, seguindo as normas de cuidados com animais, aprovado

pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do Cbiotec/UFPB, parecer n° 207/11.

4.2 Ensaios in vitro
4.2.1 Preparacdo dos midcitos vasculares de aorta de rato

As células musculares lisas foram provenientes da aorta de rato. Apds o
procedimento cirdrgico de isolamento da aorta toracica, a mesma foi dissecada e
dividida em segmentos para facilitar a acdo enzimatica. Uma vez dissecado o tecido foi
transferido para um tubo falcon, contendo papaina (0,7 mg/mL — sigma), albumina (1
mg/mL) e ditiotreitol (1 mg/mL), que foram diluidos em solucédo salina fisiolégica-
normal (SSF-normal) (CaCl, 2,6mM) permanecendo 30 minutos a 37°C. Em seguida as
amostras foram transferidas para a solucdo em SSF-baixo Ca®* contendo colagenase
(1 mg/mL), hialuronidase (0,9 mg/mL) e BSA (1 mg/mL) para digerir o tecido entre 15 a
30 min. As enzimas foram removidas lavando-se os tecidos 2 vezes com SSF-baixo
Ca®*. J4 dissociada as células foram centrifugadas por 1000 rpm durante 1 min. Para
0s ensaios eletrofisiolégicos os miécitos foram suspensos em solucdo SSF- baixo Ca**,
apos isto as células foram transferidas para placas de petri e deixadas aderir por 20
minutos. ApGs adesao das células foram dado inicio os experimentos eletrofisiolégicos
(Figura 5). Ja para extragdo do RNA dos midcitos vasculares os mesmos foram

tranferidos para um eppendorf apds a dissociagao.
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Figura 5. Foto (microscopia de contraste de fase campo claro) do midcito vascular de aorta em
ensaios de eletrofisiologia.

4.2.2 Registros Eletrofisiolégicos

Os registros de "patch-clamp" foram realizados no modo “whole-cell voltage
clamp" como descrito previamente (HAMILL et al, 1981). Os registros eletrofisiolégicos
foram obtidos sob a platina de um microscépio invertido (Carl Zeiss, Alemanha),
posicionado sobre uma mesa antivibratéria com suspensdo pneumética (TMC, EUA).
Um micromanipulador hidraulico de alta precisao (Narishige, Japao) foi usado para
movimentagcdo do eletrodo responsavel pelo registro das correntes, e outro
micromanipulador foi utilizado para posicionar a pipeta de perfuséo, contendo a solugéo
controle ou o composto testado. O uso da gaiola de faraday (TMC, EUA) minimizou as
interferéncias elétricas no sistema preparado.

As correntes foram obtidas por meio de um amplificador (HEKA 10, Alemanha),
filtradas por filtro passa-baixa a 2,0 kHz, convertidas em sinais digitais com frequéncia
de 10 kHz. Correntes de vazamento (‘leakage”) foram removidas, com auxilio do
protocolo P/4 onde quatro pulsos de amplitude igual a ¥4 do pulso teste foram aplicados

e a resposta de corrente, foi entdo, somada e subtraida da corrente do pulso teste. As
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células que apresentaram valores altos para a resisténcia em série (acima de 5 MQ) ou
gue ndo se mantiveram estaveis, nao foram utilizadas na analise. As correntes foram
adquiridas e analisadas em um computador PC-compativel usando-se o “software”
PatchMaster e Fitmaster (HEKA Elektronik, Alemanha).

As micropipetas de vidro foram fabricadas por meio de um estirador (“puller”)
vertical de 2 estagios (Narishige, Japao). As mesmas foram preenchidas com solucéo
contendo, em (mM) 130 CsCl, 4 MgCl,, 10 EGTA, 10 HEPES, 10 TEACI pH 7,2
ajustado com CsOH. Foram utlizadas resisténcias entre 2.5 - 5 MQ para as
micropipetas. Um fino fio de prata/cloreto de prata (Ag / AgCl) foi introduzido na
micropipeta e o conjunto foi acoplado a um pré-amplificador (“headstage”) que, por sua
vez, estava conectado a entrada do amplificador. As células foram banhadas por uma
solugéo externa, contendo em (mM) 137,0 NaCl, 5,6 KCI, 1,0 MgCl,, 0,44 NaH,PO,,
0,42 Nay;HPO,, 4,17 NaHCO3, 2,6 CaCl,, 10 HEPES e 5 Glicose, ajustada para pH 7,4
com NaOH. Todas as solugdes foram submetidas a um filtro com porosidade (“mesh”)
de 0,22 ym. A osmolaridade das solu¢bes foi ajustada com glicose, para valores de
aproximadamente 310 mOsm (solugdo da micropipeta) e 330 mOsm (solucdo de
banho).

Os gigaselo (resisténcia =2 1GQ) foram obtidos por meio de uma suave sucgao
feita no interior da micropipeta, e em seguida por meio de uma suc¢ao mais vigorosa
as células estudadas encontravam-se na configuragao “wholle-cell”. Esta ultima
permitiu romper o pequeno fragmento de membrana que separava a solucéo interna,
contida na pipeta, do citoplasma da célula em estudo. O aumento brusco do transiente
capacitivo indicou a obtencdo da configuracdo de “wholle-cell’. Todos os registros
foram realizados em células submetidas a um sistema de perfusao (Dagan, EUA) que
consistiu de uma pipeta de vidro com aproximadamente 100 um de diametro interno
gue estava conectada a saida de uma valvula solendide, alimentada por reservatérios
de 5 mL, um deles contendo solucao fisiologica sem adicdo do carvacrol e outros
compartimentos contendo a solugcéo externa adicionada com concentracdes testes do
composto. Com auxilio da valvula solenoide foi possivel selecionar os compartimentos
gue estavam ligados a pipeta de perfusdo, estabelecendo assim, um fluxo do seu

conteudo. Os fluxos (~0,1 mL/min) foram impulsionados pela for¢a da gravidade.
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4.2.3 Protocolo experimental de eletrofisiologia utilizando os midcitos

vasculares

4.2.3.1 Avaliacao do efeito do carvacrol sobre as correntes de calcio tipo L,

em midcitos recém-dispersos, na configuragcdo whole-cell.

Foi avaliado o efeito do carvacrol sobre as correntes de Ca** do tipo L, quando
os midcitos de aorta de rato foram mantidos em um potencial de “holding” de -80mV,
por um periodo de 50 ms, logo apds esse periodo, foram aplicados pulsos-teste de
100ms de duracgéo que despolarizam a célula para +10mV, em intervalos de 10-15s. As
correntes de célcio foram medidas na situacdo controle, com a célula perfundida por
solucéo extracelular e situacao teste, perfundida por solucéo extracelular, contendo 300

UM de carvacrol.

4.3 Ensaios Moleculares

4.3.1 Avaliacdo da expressédo dos canais TRP nos miécitos de aorta de

ratos Wistar kyoto (WKY) e espontaneamente hipertensos (SHR).

4.3.1.1 Extracdo de RNA

Apods a dissociacdo dos Midcitos vasculares dos animais controles normotensos
(WKY) e do grupo de animais hipertensos (SHR), como descrita no item (4.2.1), os
mesmos foram tranferidos para um eppendorf. A extracdo do RNA dos Midcitos
vasculares foi feita usando 1,0 mL de Trizol (Invitrogen) para cada 1 x 10° células de
amostra ou usando o kit RNeasy mini (QIAGEN) de acordo com recomendacdes do
fabricante. Para extracdo com Trizol as amostras foram homogeneizadas rapidamente
para reduzir a degradacdo do RNA. Adicionou-se 200 pL de cloroformio para cada
amostra e agitou-se vigorosamente por 15 segundos, seguidos de incubacao a 3 min a

temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 15 min a 4
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°C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e o RNA total precipitado com 0,5
mL de isopropanol. As amostras foram misturadas gentilmente e centrifugadas a
12.000 x g por 15 min a 4 °C. O precipitado foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol
75 % seguidos de centrifugacdo (7.500 x g por 3 min). O precipitado foi seco a
temperatura ambiente. O RNA total foi ressuspendido em 30 pL de agua livre de
RNAse e armazenados a -80 °C.

A quantidade de RNA presente nas amostras foi quantificada por
espectrofotometro Nanodrop® em absorbancia de 260 nm e submetidas a eletroforese
em gel de agarose 1%, corado com Ez-vision® (Amresco) para a avaliacdo da
integridade do RNA.

4.3.1.2 Obtencao do DNA complementar (cDNA)

A obtencdo do cDNA, a partir do RNA total das amostras de células foi
realizada utilizando-se o protocolo do kit SuperScript Il First-Strand conforme descrito
pelo fabricante (Invitrogen). Antes da sintese do cDNA o RNA foi tratado com DNAse
(RQ1 RNAse free DNAse — Promega). Desta maneira, 3 pg de RNA total foram
adicionados ao mix contendo 1 pL de dNTP e 1 pL de primer oligo, essas amostras
foram misturadas e incubadas a 65 °C por 5 min e colocadas no gelo por 1 min. Em
seguida foram misturadas com outro mix 2 X contendo: 2 pyL de RT buffer, 4 pL de
MgClz, 2 uL de DTT e 1 pL de RNaseOUT. Os mixs foram misturados em um Unico
tubo e incubados a 42 °C por 2 min. Em seguida adicionou-se 1 yL de tanscriptase

reversa SuperScript'™ II.

E incubou-se a 42 °C por 50 min, e 70 °C por 15 min. As
amostras foram resfriadas no gelo e foi adicionado 1 uL de RNase H e incubado a 37
°C por 20 min. O cDNA obtido foi estocado a -20 °C ou usado imediatamente para

reacao de PCr em tempo real.

4.3.1.3 Expressédo génica pelo método de quantificacéo relativa por q-PCR

em tempo real
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O cDNA das amostras de miocitos vasculares de WKY e SHR foram
amplificados pelo termociclador Bio-Rad Real-Time PCR CFX96 Touch (BIO-RAD,
EUA). O protocolo utilizado foi o Maxima® SYBR® Green/Fluorescein qPCR master
Mix (2x), conforme descrito pelo fabricante (Fermentas, EUA). Desta forma, 12,5 uL
Maxima® SYBR® Green/Fluorescein qPCR master Mix reagente, 1 uL de cDNA de
cada amostra em estudo, 10 uM de cada primer especifico para cada gene (Tabela 1)
foram adicionados e o volume foi completado para um total de 25 puL com agua livre de
RNase. Os niveis de expressdo dos genes estudados foram normalizados em relacéo
ao RNAm do gene enddgeno (B-actina ou gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase-
GAPDH) ) e os valores de expressdo dos animais SHR foram subtraidos da média dos
seus controles normotensos WKY.

A reacdo para cada gene analisado foi cuidadosamente padronizada
(temperatura de anelamento, concentracdo de primers e etc) a fim de evitar
amplificacdo inespecifica. Como controle negativo foram usados amostras com
auséncia de cDNA, em cada um dos ensaios de gPCR.

A deteccdo dos produtos foi feita pelo monitoramento do sinal fluorescente
emitido pelo corante SYBR Green (Fermentas), que intercala-se a dupla fita do cDNA,
obtido no final de cada ciclo. Os valores quantitativos foram obtidos a partir do ciclo
limiar ou cycle treshold (Ct), onde o aumento do sinal é associado ao crescimento
exponencial dos produtos de PCR que comecam a serem detectados e analisados
usando o programa CFX manager optical system software. Os niveis de expressdo dos
genes foram normalizados em relacdo ao RNAmM do gene enddgeno (beta-actina ou
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase-GAPDH). O método utilizado neste ensaio foi o
método de quantificacao relativa ou 2-Act, e para isso foi necesséario determinarmos
inicialmente a eficiéncia de amplificacdo dos genes alvos e do controle endégeno.

Assim, foram realizadas duas curvas com diluicbes seriadas do cDNA nas
concentracdes 400, 40, 4 e 0,4 ng e amplificados para cada um dos genes estudados.
Cada uma das diluicbes foi posteriormente amplificada por gPCR nas mesmas
condigbes. As amostras foram amplificadas em duplicata. Tomou-se o cuidado de
verificar a especificidade da reagdo de gPCR realizando a curva de dissociagcéo. Para

comparar a eficiéncia de amplificacdo dos genes em estudo, os valores de Ct do gene
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alvo foram subtraidos dos valores de Ct do gene da B-actina ou do GAPDH. Também
se calculou o ACt de cada amostra, subtraindo-se os valores de Ct do gene alvo, dos
valores de Ct do gene controle. As diferencas foram plotadas contra o logaritmo da
guantidade da amostra inicialmente colocada. A inclinagcdo da reta ou slope menor que
0,1 indica a eficiéncia de amplificacdo € comparavel, podendo-se, portanto, aplicar o

método relativo 2-Act.

4.4 Ensaios in vitro

4.4.1 Preparacdes dos anéis de aorta isolada de WKY e SHR com ou sem

endotélio funcional

Os ratos wistar kyoto (WKY) e os espontaneamente hipertensos (SHR) foram
eutanasiados por guilhotina, seguindo os principios de cuidados com animais
aprovados pelo CEUA. Através de uma incisdo no térax do animal, a aorta toracica foi
removida e anéis aorticos (2 — 4 mm) foram obtidos livres de tecido conectivo e
adiposo. Para obtencdo das respostas isométricas, 0os anéis foram suspensos
individualmente por hastes de aco inoxidavel, conectadas a transdutores de forca
(Panlab), acoplado a um amplificador AVSInstruments que por sua vez estava
conectado a um computador contendo o programa PowerLab System. Os anéis foram
mantidos em cubas de vitro (10ml), contendo solugdo de Krebs (tabela 2) a 37 °C
aeradas com uma mistura carbogénica (95% O, e 5% de CO,) e estabilizados por um
periodo de 60 minutos, durante o qual foram mantidos em tenséo inicial de 2g.

Para verificar a viabilidade do tecido, ap6s o periodo de estabilizacdo, foi obtida
uma contragdo com fenilefrina (FEN) 1 uM. Em seguida, a acetilcolina (ACh) 1 uM foi
adicionada a cuba para avaliar a integridade do endotélio vascular. Anéis sem endotélio
funcional foram obtidos pela remocao mecanica da camada endotelial, através do atrito
provocado pelas hastes metalicas em contato com a parede interna do vaso. O
endotélio vascular foi considerado integro, quando os anéis adrticos apresentavam

relaxamento induzido pela ACh superior a 70% sobre a pré-contracdo com 1 uM de
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FEN e a retirada do endotélio foi confirmada quando o relaxamento era inferior a 10%
(FURCHGOTT,; ZAWADZKI, 1980). Anéis com relaxamentos entre 10 e 70% foram

descartados dos protocolos experimentais.

4.4.2 Protocolos experimentais utilizando aorta de WKY e SHR.

4.4.3 Avaliacdo do efeito do carvacrol em anéis de aorta de WKY e SHR,

pré-contraidos com FEN 1 uM

Nestes experimentos, apdés um periodo de estabilizacdo de 60 minutos,
concentracdes crescentes de carvacrol (10®° - 3 x 10® M), foram adicionadas nas
preparagfes de anéis com endotélio funcional intacto ou em anéis desprovidos do
endotélio funcional, ambos, pré-contraidos com fenilefrina (FEN) na concentracdo de 1
MM. Anéis sem endotélio funcional foram obtidos como descrito anteriormente no
protocolo 4.4.1. As respostas obtidas na auséncia do endotélio foram comparadas com
aquelas obtidas em condi¢cdes onde o endotélio funcional se fazia presente nas
preparacdes. Apds esse tratamento, para avaliar um possivel dano tecidual induzido
por carvacrol, lavagens sucessivas com solucédo Tyrode foram feitas e um novo periodo
de estabilizacdo esperado, em seguida adicionou-se ao banho fenilefrina (FEN) na
concentracdo de 1 uM para demonstrar a completa recuperacdo do 6érgao. Apés a
obtencdo das curvas concentracao-resposta, foram analisados os valores de pD; (-
logCEsp) e Emax (Efeito Maximo) das curvas individuais na presenca e na auséncia do
endotélio funcional (para detalhes, ver topico referente a analise estatistica) em WKY e
SHR (Figura 6).



58

Carvacrol (M)

Anéis com ¥ Ach (1 M) 10 - 3%10
endotélio "'
vascular AL )
E(+) e,
3 ' ~—  Ylaw
: i \ )
3 H S
H 2 g.
60min A Fen(1puM) A Fen (1 uM) A Fen (1 M) °
)
Tempo (s)
Carvacrol (M)
10® - 3X10°*
¥ Ach (1 uM) v
Anéis sem S
endotélio e \: ?
vascular : S
El) e T
60min /M Fen(1puM) T Fan(1pM) Afen(ipm) | &
)
Tempo (s)

Figura 6: Representacdo esquemética do protocolo experimental para avaliacdo do efeito de
concentragcdes crescentes de carvacrol (10® - 3 x 10" M) em anéis de aorta de WKY e SHR com
endotélio vascular e na auséncia do mesmo, pré-contraidos com FEN (1 pM) e o teste de

contratilidade do 6rgéo.
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4.4.4 Investigacao do efeito do carvacrol em anéis adrticos sobre o tdnus

intrinseco vascular de WKY e SHR

ApOs a verificacdo da presenca ou auséncia do endotélio vascular como descrito
anteriormente, a cuba foi lavada e com a estabilizagdo do tbnus, concentracdes
crescentes de carvacrol (10 - 3 x 10 M), foram adicionadas nas preparacées de anéis
com endotélio funcional intacto ou em anéis desprovidos do endotélio funcional, ambos
no tonus basal, com a finalidade de avaliar o efeito do carvacrol sobre o tdnus muscular
espontaneo (Figura 7). Em seguida apos esse tratamento, avaliou-se um possivel dano

tecidual como descrito anteriormente, para demonstrar a completa recuperacdo do

orgao.
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Figura 7: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito de
concentracdes crescentes de carvacrol (10'8 -3 410" M) em anéis de aorta de rato, no tbnus

muscular espontaneo e posteriormente recuperac¢éo do 6rgao.
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4.4.5 Investigacao da participacdo dos canais potencial receptor transiente (TRP)

naresposta vasorelaxante induzida por carvacrol em WKY e SHR.

4.45.1 Investigacdo da participagcdo dos TRPV, TRPAl e TRPM6 na

resposta vasorelaxante induzida por carvacrol.

Para avaliarmos a importancia dos canais TRP no efeito vasorelaxante do
carvacrol, apdés a verificagdo da auséncia do endotélio funcional como descrito
anteriormente, 0os anéis aorticos de WKY e SHR foram pré-tratados, por um periodo de
30 minutos, com o bloqueador vermelho de ruténio, um blogueador nao-seletivo dos
TRPV, TRPA1l e TRPM6 (CLAPHAM et al., 2005). Em seguida, uma nova contracao
tbnica com FEN (1 uM) foi obtida. Posteriormente, concentragbes crescentes do
carvacrol foram adicionadas cumulativamente aos anéis pré-contraidos e obteve-se
uma curva concentracao-resposta. Os valores pD; e Enqsx foram obtidos e comparados

na situacao controle e na presenca dos inibidores (Figura 8) em WKY e SHR.

Carvacrol (M)

10¢ 3x10® 107 3x107 10 3x10% 10* 3}10% 10 3x10°
¥ Ach (1 uMm) $
Anéissem }
endotélio S, ?
vascular
E() ¥ Lav. §
= &
o
T ; &
60min MFen(lpM) MVermelho T Fen(1pum)
Tempo (s)
Ruténio
(10 M)
(30min.)

Figura 8: Representacdo esqueméatica do protocolo experimental para avaliagdo do efeito de
concentragcBes crescentes do carvacrol em anéis de aorta de WKY e SHR, sem o endotélio

funcional, pré-tratadas com vermelho de ruténio.
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4.45.2 Investigacdo da participacdo dos TRPM6 e TRPM7 na resposta

vasorelaxante induzida por carvacrol

Para avaliarmos a importancia dos canais TRP no efeito vasorelaxante do
carvacrol, apos a verificagdo da auséncia do endotélio funcional como descrito
anteriormente, os anéis aorticos de ratos foram pré-tratados, por um periodo de 30
minutos, com o bloqueador fon magnésio (Mg?"), bloqueador do TRPM6 e TRPM7
(CLAPHAM, et al, 2005; BALDOLI, et al, 2013). Em seguida, uma nova contracao
tbnica com FEN (1 uM) foi obtida. Posteriormente, concentragbes crescentes do
carvacrol foram adicionadas cumulativamente aos anéis pré-contraidos e obteve-se
uma curva concentracao-resposta. Os valores pD; e Ensx foram obtidos e comparados

na situagao controle e na presenca dos inibidores (Figura 9) em WKY e SHR.

Carvacrol (M)
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: &
o
) ; &
60min. “NFEN(1pM) A (30min,) T FEN(1puM)

Tempo (s)

ion magnésio

Figura 9: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacdo do efeito de
concentracdes crescentes do carvacrol em anéis de aorta de WKY e SHR, sem o endotélio

funcional, pré-tratadas com ion magnésio.
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4.4.5.3 Investigacdo da participacdo dos TRPV1, TRPV3, TRPM6, TRPM7,

TRPMS8, TRPC1 na resposta vasorelaxante induzida por carvacrol.

Para avaliarmos a importancia dos canais TRP no efeito vasorelaxante do
carvacrol, apos a verificagdo da auséncia do endotélio funcional como descrito
anteriormente, os anéis aorticos de ratos foram pré-tratados, por um periodo de 30
minutos, com o blogueador 2-APB, ativador dos TRPM6, TRPV1, TRPV3 (HINMAN,
2006, BALDOLI, 2013) e inibidor do TRPM7, TRPM8 E TRPC1 (GUILBERT, 2009;
MACIANSKIENE, 2012; EL HIANI, 2009; SELESCU, 2013). Em seguida, uma nova
contracgdo tonica com FEN (1 uM) foi obtida. Posteriormente, concentragdes crescentes
do carvacrol foram adicionadas cumulativamente aos anéis pré-contraidos e obteve-se
uma curva concentragao-resposta. Os valores pD;, e Enqsx foram obtidos e comparados
na situagao controle e na presencga dos inibidores (Figura 10) em WKY e SHR.
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Figura 10: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacdo do efeito de

concentracfes crescentes do carvacrol em anéis de aorta de rato, sem o endotélio funcional, pré-

tratadas com 2-APB.
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4.45.4 Investigacdo da participacdo dos TRPV1 e TRPM8 na resposta

vasorelaxante induzida por carvacrol.

Para avaliarmos a importancia dos canais TRP no efeito vasorelaxante do
carvacrol, apos a verificagdo da auséncia do endotélio funcional como descrito
anteriormente, os anéis adrticos de ratos foram pré-tratados, por um periodo de 30
minutos, com o bloqueador capsazepina inibidor do TRPV1 e TRPM8 (VALENZANO et
al., 2003; INOUE, 2006; BEHRENDT, 2004; MALKIA, 2009). Em seguida, uma nova
contracao tonica com FEN (1 uM) foi obtida. Posteriormente, concentracdes crescentes
do carvacrol foram adicionadas cumulativamente aos anéis pré-contraidos e obteve-se
uma curva concentracao-resposta. Os valores pD; e Ensx foram obtidos e comparados

na situagao controle e na presenca dos inibidores (Figura 11) em WKY e SHR.

Carvacrol (M)

10¢ 3x10% 107 3x107 10% 3x10% 10° 3x10° 10° 3x10°
¥ ACh (10 uM) $
Anéis sem }
endotélio = . ?
vascular ;
' -
E(-) ¥ Lav. 3
5 B
-]
—— i GE
60min. N FEN (10 uM) A (30min.) N FEN(10 um)

Tempo (s)

Capsazepina

Figura 11: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliacdo do efeito de
concentracfes crescentes do carvacrol em anéis de aorta de rato, sem o endotélio funcional, pré-

tratadas com Capsazepina.



64

4455 Investigacdo da participacdo dos TRPV1 e TRPM8 na resposta

vasorelaxante induzida por carvacrol.

Para avaliarmos a importancia dos canais TRP no efeito vasorelaxante do
carvacrol, apos a verificagdo da auséncia do endotélio funcional como descrito
anteriormente, os anéis adrticos de ratos foram pré-tratados, por um periodo de 30
minutos, com o bloqueador BCTC, inibidor do TRPV1 e TRPM8 (VALENZANO, et al,
2003; BEHRENDT, 2004; SELESCU, 2013). Em seguida, uma nova contragao tonica
com FEN (1 uM) foi obtida. Posteriormente, concentragdes crescentes do carvacrol
foram adicionadas cumulativamente aos anéis pré-contraidos e obteve-se uma curva
concentracao-resposta. Os valores pD, e Enax foram obtidos e comparados na situacéo

controle e na presenca dos inibidores (Figura 12) em WKY e SHR.

Carvacrol (M)

10¢ 3)10¢ 107 3x107 10* 3x10% 10% 310 10° 3IN10°
J ACh (1 uM) ¥
Anéis sem i
endotélio B = ?
vascular :
y =
E(-) ¥ Lav. N
: &
o
) ; &
60min. “NFEN(1pM) A (30min,) T FEN(1puM)

Tempo (s)

BCTC

Figura 12: Representacdo esquemética do protocolo experimental para avaliacdo do efeito de
concentracfes crescentes do carvacrol em anéis de aorta de rato, sem o endotélio funcional, pré-
tratadas com BCTC.
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4.4.5.6 Investigacdo da participacdo do TRPV1 no efeito vasorelaxante de

carvacrol em anéis de aorta de WKY e SHR.

A avaliagdo da participagdo do TRPV1 no efeito vasorelaxante induzido por
carvacrol foi realizada mediante a dessensibilizacdo dos receptores do peptideo
relacionado ao gene da calcitonina presentes nas terminacdes nervosas do nervo
sensorial perivascular, por meio de exposicdes repetidas e prolongadas a capsaicina,
um agonista seletivo desses canais (HOPPS et al., 2009; INOUE et al., 2006;
DANNERT et al., 2007). Para isso foi realizada a pré-incubacéo dos anéis por 1 hora
com capsaicina (10 M), e posterior contracdo dos anéis com FEN, sendo adicionada a
capsaicina sobre o componente tbnico dessa contragdo. Caso fosse verificado
relaxamento induzido pela capsaicina a preparacdo era lavada e novamente pré-
incubada por 1 hora e verificado o relaxamento no componente toénico, a auséncia do
relaxamento com a capsaicina representava a dessensibilizacdo dos canais.

Posteriormente os anéis foram contraidos com FEN e sobre o componente
tonico foi adicionado o carvacrol de forma cumulativa, obtendo-se as curvas
concentracao-resposta. Os valores pD, e Enax foram obtidos e comparados na situacéo

controle e na presenca dos inibidores (Figura 13) em WKY e SHR.

Carvacrol (M)

¥ Capsaicina J Capsaicina ¢ 10% - 3x10*

Anéissem
endotélio
vascular

4; Lav.
E(-) i

(8) oesuay

60min A Fen(1puM) A Fen(1puM) E A Fen (1 M)
A Capsaicina (1h) Tempo (s)

Figura 13: Representacdo esquemaética do protocolo experimental para avaliacdo do efeito de
concentracfes crescentes do carvacrol em anéis de aorta de rato, sem o endotélio funcional, pré-

tratadas com capsaicina.
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4.5 Estudos in vivo

4.5.1 Medida direta da presséo arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) em
WKY e SHR nao anestesiados.

Foi utilizada a metodologia de medida direta da presséo arterial (PA) no animal
acordado e com livre movimentacdo descrita por Braga (2010), uma vez que esta
documentado na literatura que a anestesia modifica o funcionamento dos principais
sistemas de regulacdo da pressao arterial, tais como o sistema renina-angiotensina, o
sistema nervoso simpatico e o baroreflexo (FLUCKIGER et al., 1985; DORWARD et al.,
1985), produz depresséo de algumas sinapses do sistema nervoso central, alterando
as respostas autondmicas (KORNER; LANGSFORD; STARR, 1968; WHITE;
MCRITCHIE, 1973; ZIMPFER et al., 1982), além de outros efeitos indesejaveis sobre
os sistemas de controle fisiologico da pressdo arterial (FLUCKIGER et al.,, 1985;
SMITH; HUTCHINS, 1980). Os animais foram anestesiados com uma mistura de
cetamina (75 mg/kg) + xilazina (20 mg/kg), i.p., e catéteres de polietileno (PE), um
segmento de PE-10 (diametro interno e externo de 0,28 e 0,61 mm, respectivamente),
soldado a um segmento de PE-50 (diametro interno e externo de 0,58 e 0,96 mm,
respectivamente), foram implantados na aorta abdominal e na veia cava inferior, via
artéria e veia femoral esquerdas, respectivamente. Apés a insercdo e fixacdo, 0s
cateteres foram tunelizados subcutaneamente e exteriorizados através de uma incisdo
na regido cervical dorsal do animal. A PA e a FC foram aferidas 24h apés o
procedimento cirdrgico pela conexao do cateter arterial a um transdutor de presséao pré-
calibrado (BLPR2; WPI, Sarasota, FL, EUA) acoplado a um sistema de aquisicdo de
sinais biologicos (Modelo Lab-Trax 4-24T, WPI, Sarasota, FL, EUA) e conectado a um
computador onde foi instalado o programa Data-Trax 2 (WPI, Sarasota, FL, EUA). A
frequéncia escolhida para amostragem dos dados foi de 1000 Hz. Para cada ciclo

cardiaco, o computador calculou a presséo arterial pulsatil (PAP), média (PAM) e o
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intervalo de pulso (referido como frequéncia cardiaca). O cateter venoso foi implantado

para a administracdo das drogas.

4.5.2 Protocolo experimental empregado nos estudos in vivo

45.2.1 Avaliacdo do efeito da administracdo intravenosa do carvacrol
sobre a pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em WKY e SHR

nao anestesiados.

Para obtencdo de uma curva dose-resposta, 0s animais foram mantidos em
aclimatacdo por um periodo de no minimo 30 minutos, a fim de estabilizar os
parametros cardiovasculares, seguidos da administracdo do carvacrol. Foram
administradas aleatoriamente diferentes doses de carvacrol (0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5;
10 mg/Kg, i.v.) como também a dose méxima com o veiculo (Figura 14), onde foi
respeitado um intervalo minimo de 15 minutos entre cada dose afim de permitir o
retorno da PA e da FC aos valores basais. Os valores de PAM e FC foram computados
antes (valores da linha de base) e apds a administracdo do carvacrol, e seus dados

foram expressos em valores absolutos da variagdo em mmHg e batimentos/min.,

respectivamente.
4
CARVACROL
= === 0,1 - 10 mg/kg
veiculo
Estabilizacao
30 min

Figura 14: Representacdo esqueméatica do protocolo experimental para avaliagdo do
efeito de carvacrol (0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10 mg/Kg, aleatoriamente, i.v.) sobre a PAM e FC em

WKY e SHR nao anestesiados.
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4.12.4 Investigacdo da participacdo dos canais potencial receptor
transiente vanildéide 4 (TRPV4) nas respostas cardiovasculares induzidas por

carvacrol em WKY e SHR ndo anestesiados.

Para investigar a acdo dos canais TRPV4 nas respostas cardiovasculares do
carvacrol, os animais foram mantidos em aclimatacdo por um periodo de no minimo 30
minutos, a fim de estabilizar os parametros cardiovasculares. Apos esse periodo foi
administrado o carvacrol 5mg/Kg e registrado os parametros cardiovasculares. Apés
registrar o efeito do carvacrol e esperar um periodo de estabilizacdo para voltar aos
parametros normais, foi administrado o vermelho de ruténio 3mg/Kg, que € inibidor do
TRPV4 (GAO, 2009) e apds 5, 10, 20 e 30 minutos foram administrados uma dose de
5mg/Kg de carvacrol, em cada tempo, para observar se o0s parametros
cardiovasculares foram alterados na presenca do vermelho de ruténio. Os valores de
PAM e FC foram computados antes (valores da linha de base), apés a administracao
do carvacrol (controle) e nos tempos 5, 10, 20 e 30 apds a introducao do vermelho de
ruténio. Seus dados foram expressos em valores absolutos da variagdo em mmHg e

batimentos/min., respectivamente (Figura 15)

4.12.5 Investigacdo da participacdo dos canais potencial receptor
transiente vaniléide 1 (TRPV1) nas respostas cardiovasculares induzidas por

carvacrol em WKY e SHR ndo anestesiados.

Para investigar a acdo dos canais TRPV1 nas respostas cardiovasculares do
carvacrol, foi utilizada a capsaicina, essa substancia por ser extraida da pimenta, causa
dor quando injetada intravenosamente, devido essa peculiaridade esses experimentos
foram feitos com animais anestesiados com Uretano, que tem um efeito anestésico
irreversivel. Os animais ap0s o procedimento cirurgico foram conectados para o0s
registros dos parametros cardiovasculares. Em seguida apdés um pequeno periodo de
estabilizacdo foi administrado o carvacrol 5mg/Kg e registrado os parametros
cardiovasculares, em seguida foi registrado o efeito do carvacrol e esperou-se um

periodo de estabilizacdo para voltar aos parametros normais, apdés o qual foi
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administrado o vermelho de ruténio 3mg/Kg, que € inibidor do TRPV1 (LI, 2003; GAO,
2009) e apos 5, 10, 20 e 30 minutos foi administrada uma dose de 5mg/Kg de
carvacrol, em cada tempo, para observar se os parametros cardiovasculares foram
alterados na presencga da capsaicina. Os valores de PAM e FC foram computados
antes (valores da linha de base), apés a administracdo do carvacrol (controle) e nos
tempos 5, 10, 20 e 30 apos a introducdo do vermelho de ruténio. Seus dados foram
expressos em valores absolutos da variacio em mmHg e batimentos/min.,

respectivamente (Figura 15)

: PA.
7 — i
Estabilizacao \
S UL ARVACROL CARVACROL (5 mg/kg)
5 mg/kg 5°, 10°, 20", 30min.

_{ Vermelho de Ruteénio ]

Inibidores
-apsaicina

Figura 15: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo da

influencia dos canais TRP nos efeitos cardiovasculares do carvacrol em WKY e SHR néao

anestesiados (vermelho de ruténio) e anestesiados (capsaicina).
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4.6 Analise Estatistica

Os valores foram expressos como média * erro padrao da média (e.p.m.), onde
0s pontos representam a média de n experimentos e as linhas verticais indicam o
e.p.m.. As curvas concentracao-resposta foram ajustadas segundo equacéo logistica
de quatro parametros ou equacdo de Hill abaixo descrita, onde: Y & a variavel
dependente, correspondente a percentagem (%) de relaxamento, Y minimo € 0 Valor de %
de relaxamento minimo, Ymaximo € 0 valor de % de relaxamento maximo, logCEsgy € 0
logaritmo da concentracdo de uma substancia que induz 50% do efeito maximo, X é a
variavel independente, correspondente a concentracdo de carvacrol e corresponde a

inclinagéo de Hill:

Y = Yminimo *__ Ymaximo — Y minimo

1+ (10"°9%F5, /10%)°

Para estudar o efeito vasorelaxante induzido pelo carvacrol, dois parametros
farmacolégicos foram analisados: A eficacia farmacoldgica (Emsax, resposta maxima
induzida pela substancia) e a poténcia farmacolégica (pD,, logaritmo negativo da
concentracdo de uma substancia que induz 50% do efeito maximo, - logCEso).

Os valores da PA e FC estdo expressos em percentagem dos valores em A e

foram calculados pela férmula:

PA(%) = (PAdepois — PAantes) X 100
PAantes

FC(%) = (FCdepois — FCantes) X 100
FCantes

Nos experimentos in vivo foi calculado a DEsg que é a dose de uma substancia

gue produz 50% de sua resposta maxima.
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Os registros eletrofisioldgicos foram normalizados em pA/pF, sendo obtida a
media + e.p.m., de um numero significativo de células.

Para avaliar os niveis de expressdo do gene de interesse no RT-PCR, os
valores do CT (cycle treshold) do gene controle foram subtraidos do CT do gene de
interesse, obtendo-se o ACT. E a partir do ACT pode-se calcular o AACT e calcular o 2¢
AACT) que é o indicador de expresséo génica, onde valores acima de 1(valor do controle)
indicam altos niveis de RNAm e valores abaixo indicam altos valores de CT e baixos

niveis de expressao:
ACTgene = CTgene (WKY) — CTb-actina (WKY)

ACTgene = CTgene (SHR) — CTb-actina (SHR)

AACT = ACTgene(SHR) — médiaACTgene(WKY)

2 (-AACT

)= Valor da express&o do gene de interesse

As analises estatisticas foram realizadas usando o teste t de Student ou analise
de variancia “one-way” (ANOVA) e “two-way” (ANOVA) seguido de teste de Bonferroni,
guando apropriado. E os valores de p < 0,05 foram considerados significantes. Os

programas utilizados para andlise dos dados foram Graph Pad Prism 5.
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5. RESULTADOS

5.1 ESTUDOS Eletrofisiolégicos

5.1.2 Caracterizacéo eletrofisioldgica do carvacrol

5.1.2.1 Efeito do carvacrol sobre os canais de calcio sensiveis a voltagem
em miocitos vasculares de aorta de rato WKY.

As correntes de entrada de Ba®' através dos canais para Ca®", nos miécitos
vasculares recém-dispersos de aorta (figura 5), apresentaram caracteristicas tipicas de
correntes sensiveis a voltagem do tipo-L. As correntes de Ba®* foram registradas,
utilizando o protocolo no qual a célula era despolarizada para 10 mV, partindo de um
potencial “holding” de -80 mV, com a frequéncia de estimulacdo 0,1Hz. E importante
mencionar que em nossos experimentos s6 foram utilizadas as correntes Ba?* nas
células que se mantiveram estaveis. O grafico 1A mostra que o carvacrol (300 uM)
apresentou efeito inibitério sobre as correntes de Ba®* (IBa). Nessa concentracéo, o
carvacrol inibiu a amplitude das correntes de Ba®* de -7,454 + 0,1088 pA/pF (células
controle, barra branca, n=7) para -2,446 + 0,1381 pA/pF (carvacrol 300uM, barra cinza,
n=7) grafico 1B.



74

25 50 75 100 125

== Carvacrol 300uM
-5

Corrente (pA/pF)

= Controle

Controle Carvacrol 300pyM
01 .

Corrente (pA/pF)

-8

Gréfico 1: Caracterizacdo das correntes de Ba®" por canais para ca” do tipo-L sensiveis a
voltagem, nos miécitos vasculares recém dispersos de aorta. A. Tracado representativo antes
(controle, em preto) e durante a aplicacdo de 300uM (3x10"4) de carvacrol (em cinza) sobre as
correntes de entrada de Ba®", obtidas por pulsos despolarizantes de 10 mV, partindo de um
potencial de “holding” de -80 mV. B. Resultado mostrando os valores de pico de correntes antes
(controle) e apds a inibicdo das correntes de Ba®* pelo carvacrol. Os valores estdo expressos
como a média = e.p.m. (n=7).
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5.2 ESTUDOS Moleculares

5.2.1 Expressdo do RNAmM do TRPV1 em midcitos vasculares de aorta de
WKY e SHR.

Em relacdo a expressdo do RNAm dos SHR (24T = 0,3060 + 0,1198,
p=0,0007, N=6) houve uma diminuicdo significativa na expressao génica dos canais
TRPV1 em midcitos vasculares de aorta, quando comparada ao seu controle WKY (2¢
AACT) = 1,091 + 0,09126, N=6) grafico 2.

B-actin TRPV1
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Gréfico 2: Expressdo do RNAm para a sintese do TRPV1 em midcitos vasculares de aorta de WKY
e SHR. O grafico em barras mostra os valores da expressdo do canal TRPV1 no controle WKY e a

diminuicdo da expresséo nos SHR (***p<0,001, N=6).

Figura 16: Gel de corrida do processo final do PCR, mostrando o tamanho do fragmento em pares
de base, onde beta actina 90pb e o TRPV1 79pb.
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5.2.2 Expressdo do RNAmM do TRPV3 em midcitos vasculares de aorta de
WKY e SHR.

Em relacdo & expressdo do RNAm dos SHR (20*4°" = 1,103 + 0,7060, p=0,9874,
N=6) ndo houve modificacdo na expressao génica dos canais TRPV3 em midcitos
vasculares de aorta, quando comparada ao seu controle WKY (202" = 1,091 +
0,09126, N=6) grafico 3.
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Gréfico 3: Expressdo do RNAm para a sintese do TRPV3 em midcitos vasculares de aorta de WKY

e SHR. O grafico em barras mostra os valores da expressao do canal TRPV3 no WKY e no SHR.

Figura 17: Gel de corrida do processo final do PCR, mostrando o tamanho do fragmento em pares
de base, onde beta actina 90pb e o TRPV3 122pb.
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5.2.3 Expressdo do RNAmM do TRPV4 em midcitos vasculares de aorta de
WKY e SHR.

Em relacdo a expressdo do RNAm dos SHR (2%*°T) = 0,4256 + 0,014686,
p=0,0002, N=6) houve uma diminuicdo significativa na expressao génica dos canais
TRPV4 em midcitos vasculares de aorta, quando comparada ao seu controle
normotenso WKY (244°T) = 1,091 + 0,09126, N=6) grafico 4.
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Gréfico 4: Expressdo do RNAm para a sintese do TRPV4 em midcitos vasculares de aorta de WKY
e SHR. O grafico em barras mostra os valores da expressdo do canal TRPV4 no WKY e a

diminuicédo da expresséo nos SHR (***p<0,001, N=6).

Figura 18: Gel de corrida do processo final do PCR, mostrando o tamanho do fragmento em pares
de base, beta actina 90pb e o TRPV4 143pb.
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5.2.4 Expressdo do RNAm do TRPM8 em midcitos vasculares de aorta de
WKY e SHR.

Em relacdo a expressdo do RNAm dos SHR (2%*°") = 0,4130 + 0,07973,
p=0,0008, N=6) houve uma diminuicdo significativa na expressao génica dos canais
TRPM8 em midcitos vasculares de aorta, quando comparada ao seu controle WKY (2¢
AACT) = 1,001 + 0,09126, N=6) Figura 19.
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Gréfico5: Expressdo do RNAm para a sintese do TRPM8 em miécitos vasculares de aorta de WKY
e SHR . O grafico em barras mostra os valores da expressédo do canal TRPM8 no controle WKY e a

diminuicdo da expresséo nos SHR (***p<0,001, N=6).

Figura 19: Gel de corrida do processo final do PCR, mostrando o tamanho do fragmento em pares
de base, beta actina 90pb e 0 TRPMS8 127pb.
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5.2.5 Expressdo do RNAm do TRPM7 em midcitos vasculares de aorta de

WKY e SHR.

Em relacdo a expressdo do RNAm dos SHR (2%*°T) = 0,3094 + 0,02245,
p=0,0091, N=6) houve uma diminuicdo significativa na expressao génica dos canais
TRPM7 em midcitos vasculares de aorta, quando comparada ao seu controle WKY (2¢
AACT) = 1,001 + 0,09126, N=6) Grafico 6.
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Gréfico 6: Expressdo do RNAm para a sintese do TRPM7 em miécitos vasculares de aorta de WKY
e SHR. O gréfico em barras mostra os valores da expressao do canal TRPM7 no controle WKY e a

diminuicédo da expresséo nos SHR (**p<0,01, N=6).

Figura 20: Gel de corrida do processo final do PCR, mostrando o tamanho do fragmento em pares
de base, beta actina 90pb e o TRPM7 350pb.
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5.2.6 Expressdao do RNAm do TRPC1 em midécitos vasculares de aorta de

ratos WKY e SHR.

Em relacdo a expressdo do RNAm dos SHR (24*¢") = 1,615 + 0,0373, p=0,02,
N=6) houve um aumento significativo na expressdo génica dos canais TRPC1 em
midcitos vasculares de aorta, quando comparada ao seu controle normotenso WKY (2¢

AACT) = 1,125 + 0,09126, N=6) Grafico 7.
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Grafico 7: Expressao do RNAm para a sintese do TRPC1 em midcitos vasculares de aorta de ratos

WKY e SHR. O gréfico em barras mostra os valores da expressao do canal TRPC1 no WKY e SHR.

Figura 21: Gel de corrida do processo final do PCR, mostrando o tamanho do fragmento em pares

de base, beta actina 90pb e o TRPC1 146pb.
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5.3 ESTUDOS in vitro

5.3.1 Efeito do carvacrol sobre as contragdes induzidas por FEN em anéis
de aorta de WKY e SHR.

A administracdo cumulativa de carvacrol (10® - 3 x 10® M) induziu um
vasorelaxamento dependente de concentracdo em anéis intactos de aorta isolada de
WKY e SHR, pré-contraidos com FEN (1 yM). A remocédo do endotélio vascular ndo
alterou a resposta vasorelaxante induzida por carvacrol, em animais normotensos e
hipertensos com uma potencia farmacologica demonstrada pelos valores de pD»
obtidos da aorta com endotélio intacto WKY (pD, = 5,09 + 0,08, n = 6) e SHR (pD; =
5,00 + 0,08, n = 6) naquelas com o endotélio removido WKY (pD, = 4,88 + 0,09, n = 6)
e SHR (pD; = 4,93 + 0,08, n = 6). Também, a percentagem de relaxamento maximo
(Emax) induzida por carvacrol néo foi alterada pela remocéo do endotélio, os valores do
Emax WKY foram 99,60 + 0,88% e 100,73 + 2,24% e SHR foram 101,23 + 1,96% e
110,06 + 2,07% para aortas com ou sem endotélio funcional, respectivamente (Grafico
8). A comparacao entre animais normotensos e hipertensos, ndo houve alteracdo da
resposta vasorelaxante entre os grupos estudados (Gréfico 9).

O tempo necessario para obter as respostas maximas para cada concentracao
de carvacrol variou entre 10 e 15 minutos. A reversao do relaxamento produzido por
carvacrol foi conseguida apds 30 minutos de sua remocao das cubas, pela troca da
solugédo de Tyrode e verificagdo da resposta do tecido a FEN (1 uM). A reversibilidade
foi rotineiramente observada para assegurar que o relaxamento do tecido nao fosse
ocasionado por um possivel dano tecidual, estando demonstrado no registro original da

acao do carvacrol sobre a artéria mesentérica (Figura 22).
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Figura 22: Registro original da acdo do carvacrol (10®- 3 x 10“M) em anel de aorta de rato WKY,
com o endotélio removido e pré-contraido com FEN (1 pM). As setas indicam o momento da

adicdo das substancias.
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Gréfico 8: Efeito do carvacrol em anéis de aorta de WKY e SHR. Curva concentracdo-resposta
para carvacrol (10° - 3 x 10"M) em anéis de aorta com o endotélio intacto ( m ) ou endotélio
removido (a), pré-contraido com FEN (1 uM). Os valores estdo expressos como média = e.p.m. de

6 experimentos, onde p<0,05 é considerado significante.
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Grafico 9: Comparacdo das curvas de concentragao-resposta para carvacrol (10'8 -3 x 10'4M) em
anéis de aorta pré-contraidos com FEN entre WKY e SHR, com endotélio removido (A) e intacto

(B).
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5.3.2 Efeito do carvacrol sobre o tbnus intrinseco vascular de anéis
aorticos

A administracdo cumulativa de carvacrol (10® - 3 x 10 M) nas preparacdes de
anéis com endotélio funcional intacto ou em anéis desprovidos do endotélio funcional,
nao promoveu efeito sobre o tdnus muscular espontaneo de WKY e SHR (Grafico 10).

A reversibilidade foi observada para assegurar que o carvacrol ndo ocasionou

um possivel dano tecidual, demonstrado no registro original da a¢éo do carvacrol sobre
a aorta, no ténus vascular (Figura 23).
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Figura 23: Registro original da acdo do carvacrol (10'8 - 3x10"M) em anel de aorta de rato WKY,

com o endotélio removido, no tdénus basal. As setas indicam o momento da adicdo das
substéncias.
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Grafico 10: Efeito do carvacrol sobre o tonus basal de anéis de aorta de WKY e SHR. Gréfico
representativo da acdo do carvacrol (10'8 - 3 x 10°M) com o endotélio intacto (n=6) ( m ) ou

endotélio removido (n=6) (&), no tdbnus basal.
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5.3.3 Participacdo dos canais potencial receptor transiente (TRP) na resposta

vasorelaxante induzida por carvacrol

5.3.3.1 Efeito do carvacrol sobre anéis de aorta de WKY e SHR pré-

contraidos com FEN na auséncia e na presenca de vermelho de ruténio

O relaxamento promovido pelo carvacrol em anéis de aorta de WKY pré-
contraida com fenilefrina, na auséncia do endotélio funcional (pD, = 4,88 + 0,09 e Enax
= 100,73 + 2,24%), nao foi alterada na presenca do vermelho de ruténio (pD, = 4,80 +
0,135 e Emax = 92,75 + 3,30%) (bloqueador ndo-seletivo dos TRPV, TRPA1 e TRPM®6)
(CLAPHAM, et al, 2005), mas em SHR (pD, = 4,93 + 0,08 € Emax = 110,06 + 2,07%),
tanto sua poténcia como sua eficacia foram diminuidas na presenca do vermelho de
ruténio (pD2 = 4,13 + 0,06, p<0,0001 e Emsx = 85,39 + 1,72%, p<0,0001) (Grafico 11).
Quando comparado o WKY frente o SHR a diferenca na potencia farmacoldgica foi

significantemente evidenciada (p=0,0019) (Grafico 12).
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Grafico 11: Efeito relaxante do carvacrol sobre os anéis de aorta de WKY e SHR, sem endotélio
vascular, na auséncia ( m ) ou na presenca de vermelho ruténio (10 pM) (a). Os valores estdo

expressos com média £ e.p.m., onde ***p<0,001 SHR vs. Controle E-.
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Grafico 12: Efeito relaxante do carvacrol sobre os anéis de aorta de rato, sem endotélio vascular

na presenca de vermelho ruténio (10 uM), WKY ( m ) e SHR (a). Os valores estdo expressos com

média = e.p.m., onde **p<0,001 SHR vs. WKY.
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5.3.3.2 Efeito do carvacrol sobre anéis de aorta de WKY e SHR preé-

contraidos com FEN na auséncia e na presenca de magneésio

O relaxamento promovido pelo carvacrol em anéis de aorta de WKY pré-
contraida com fenilefrina, na auséncia do endotélio funcional (pD, = 4,88 + 0,09 € Enax
= 100,73 + 2,24%), foi atenuada tanto sua poténcia como eficicia farmacoldgica na
presenca do fon magnésio (Mg?") (2,25 mM) (pD, = 4,44 + 0,08, p=0,0081 € Ems =
86,99 + 5,06%, p=0,026), bloqueador do TRPM6, TRPM7 (CLAPHAM, et al, 2005;
BALDOLI, et al, 2013), o mesmo pode-se observar em SHR (pD, = 4,93 + 0,08 € Emax=
110,06 + 2,07%), tanto sua poténcia como sua eficacia foram diminuidas na presenca
do ion magnésio (pD2 = 4,36 = 0,09, p=0,001 e Enax = 82,33 + 5,91%, p=0,0006)
(Gréfico 13), mas quando comparado o WKY frente o SHR essa diferenca ndo foi
evidenciada na curva, s6 tendo diferenca na pendtltima concentracdo de 10™*M, com
p<0,01 (Gréfico 14).
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Gréfico 13: Efeito relaxante do carvacrol sobre os anéis de aorta de WKY e SHR, sem endotélio
vascular, na auséncia ( m ) ou na presenca do fon magnésio (Mg®") (a). Os valores estdo

expressos com média £ e.p.m., onde ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05 vs. Controle E-.
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Gréafico 14: Efeito relaxante do carvacrol sobre os anéis de aorta de WKY e SHR, sem endotélio

vascular na presenca do ion magnésio (Mg”), WKY (m) e SHR (a). Os valores estdo expressos

com média + e.p.m., *p<0,01 SHR vs. WKY.
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5.3.3.3 Efeito do carvacrol sobre anéis de aorta de WKY e SHR preé-

contraidos com FEN na auséncia e na presenca de 2-APB

O relaxamento promovido pelo carvacrol em anéis de aorta de WKY pré-
contraida com fenilefrina, na auséncia do endotélio funcional (pD, = 4,88 + 0,09 € Enax
= 100,73 + 2,24%), teve atenuado a sua eficacia, enquanto que sua poténcia
farmacoldgica foi potencializada na presenca do 2-APB (30 uM) (pD, = 5,38 + 0,07,
p=0,0018 e Emax = 90,21 + 1,73%, p=0,004), um ativador dos TRPM6, TRPV1, TRPV3
(HINMAN, 2006, BALDOLI, 2013) e inibidor do TRPM7, TRPM8 e TRPC1 (GUILBERT,
2009; MACIANSKIENE, 2012; EL HIANI, 2009; SELESCU, 2013), o mesmo pode-se
observar em animais SHR (pD, = 4,93 + 0,08 e Ena = 110,06 + 2,07%), onde sua
poténcia foi aumentada e sua eficacia foi diminuida na presenca do 2-APB (pD2 = 5,54
+ 0,05, p<0,0001 e Emax = 100,41 + 1,89%, p=0,0051) (Gréfico 15). Quando comparado
o WKY frente o SHR essas diferencas na eficacia farmacologica (p=0,0023) também foi

significantemente evidenciada (Grafico 16).
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Grafico 15: Efeito relaxante do carvacrol sobre os anéis de aorta de WKY e SHR, sem endotélio
vascular, na auséncia ( m ) ou na presenca do 2-APB 30uM (a). Os valores estdo expressos com

média + e.p.m., onde ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05 vs. Controle E-.
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Grafico 16: Efeito relaxante do carvacrol sobre os anéis de aorta de WKY e SHR, sem endotélio
vascular na presenca do 2-APB, WKY ( m) e SHR (a). Os valores estdo expressos com média +

e.p.m., **p<0,001, *p<0,01 e *p<0,05 SHR vs. WKY.
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5.3.3.4 Efeito do carvacrol sobre anéis de aorta de WKY e SHR preé-

contraidos com FEN na auséncia e na presenca do Capsazepina

Na presenca da capsazepina (CPZ), um bloqueador do TRPV1 e TRPM8
(VALENZANO et al., 2003; INOUE, 2006; BEHRENDT, 2004; MALKIA, 2009), o efeito
relaxante produzido pelo carvacrol em anéis de aorta de WKY pré-contraidos com
fenilefrina na auséncia de endotélio funcional (pD, = 4,88 + 0,09 e Ens = 100,73 +
2,24%) foi potencializado sua poténcia farmacoldgica e sua eficdcia na presenca da
CPZ (pD,= 5,60 + 0,09, p<0,0001 e Ensx = 110,55 + 8,49%, p<0,05), 0 mesmo pode-se
observar em SHR (pD, = 4,93 + 0,08 e Enax = 110,06 + 2,07%), nos quais o efeito
relaxante na auséncia do blogueador teve sua potencia aumentada sem alteracao na
eficacia na presenca da CPZ (pD2 = 5,32 + 0,05, p=0,009 e Emax = 115,08 + 0,46%)
(Gréfico 17). Quando o efeito relaxante foi comparado entre WKY e SHR foi encontrada

diferenca significativa na poténcia farmacoldgica p=0,03 (Grafico 18).
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Gréfico 17: Efeito relaxante do carvacrol sobre os anéis de aorta de WKY e SHR, sem endotélio
vascular, na auséncia ( m ) ou na presenca da capsazepina (a). Os valores estao expressos com

média = e.p.m., onde ***p<0,001 e *p<0,05 vs. Controle E-.
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Gréfico 18: Efeito relaxante do carvacrol sobre os anéis de aorta de WKY e SHR, sem endotélio
vascular na presenca da capsazepina, WKY ( m ) e SHR (a). Os valores estdo expressos com

média = e.p.m., onde p<0,05 é considerado significante.
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5.3.3.5 Efeito do carvacrol sobre anéis de aorta de WKY e SHR preé-

contraidos com FEN na auséncia e na presenca do BCTC

Na presencga do BCTC, um blogueador do TRPV1 e TRPM8 (VALENZANO, et al, 2003;
BEHRENDT, 2004; SELESCU, 2013), o efeito relaxante produzido pelo carvacrol em
anéis de aorta de WKY pré-contraidos com fenilefrina na auséncia de endotélio
funcional (pD, = 4,88 + 0,09 e Enax = 100,73 + 2,24%) nédo teve alteracdo na poténcia
farmacoldgica, mas teve sua eficacia farmacolégica potencializada nas ultimas
concentracfes na presenca do BCTC (pD; = 4,84 + 0,09 e Emax = 114,56 + 6,00%), 0
mesmo pode-se observar em SHR (pD; = 4,93 + 0,08 e Emax = 110,06 + 2,07%), nos
guais o efeito relaxante na auséncia do bloqueador ndo sofreu alteracdo de sua
poténcia, mas teve sua eficacia potencializada nas trés ultimas concentracdes na
presenca do BCTC (pD2 = 4,71 + 0,06 e Emax = 125,57 + 6,48%) (Gréfico 19). Quando
o efeito relaxante foi comparado entre animais WKY e SHR so foi encontrada diferenca

significativa quanto a eficacia na ultima concentracdo com p<0,05 (Grafico 20).
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Grafico 19: Efeito relaxante do carvacrol sobre os anéis de aorta de WKY e SHR, sem endotélio
vascular, na auséncia ( m) ou na presenca do BCTC (a). Os valores estdo expressos com média +

e.p.m., onde ***p<0,001 e **p<0,01 vs. Controle E-.



95

WKY X SHR
O9 =
254
o
S 501
=
©
3
O 75+
e
S = BCTC WKY
100-
s+ BCTC SHR .
125+

-8 -7 -6 -5 -4
Log [Carvacrol] M

Grafico 20: Efeito relaxante do carvacrol sobre os anéis de aorta de WKY e SHR, sem endotélio
vascular na presenca do BCTC, WKY ( m) e SHR (a). Os valores estdo expressos com média *

e.p.m., *p<0,05 SHR vs. WKY.
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5.3.3.6 Efeito do carvacrol sobre anéis de aorta de WKY e SHR preé-

contraidos com FEN na auséncia e na presenca da Capsaicina

Na presenca da Capsaicina (CAP), um ativador do TRPV1 (TOTH et al., 2014) e
dessensibilizante do nervo sensorial perivascular (HOPPS et al.,, 2012), o efeito
relaxante produzido pelo carvacrol em anéis de aorta de WKY pré-contraidos com
fenilefrina na auséncia de endotélio funcional (pD, = 4,88 + 0,09 e Ens = 100,73 +
2,24%), foi potencializado sua poténcia farmacologica e diminuida a sua eficicia na
presenca da CAP (pD, = 5,71 + 0,12, p=0,0002 e Ens = 67,91 + 8,23%, p=0,0032), 0
mesmo pode-se observar em SHR (pD, = 4,93 + 0,08 e Ens = 110,06 + 2,07%), nos
guais o efeito relaxante na auséncia do bloqueador teve sua potencia potencializada
com diminuicao na eficacia na presenca da CAP (pD2 = 5,69 + 0,10, p=0,0002 e Emax =
92,52 + 1,84%, 0,0004) (Gréafico 21). Quando o efeito relaxante foi comparado entre
WKY e SHR a eficacia do SHR foi maior com p = 0,045 (Gréfico 22).
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Gréfico 21: Efeito relaxante do carvacrol sobre os anéis de aorta de WKY e SHR, sem endotélio
vascular, na auséncia ( m ) ou na presenca da capsaicina (a). Os valores estdo expressos com

média = e.p.m., onde ***p<0,001 vs. Controle E-.
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Gréfico 22: Efeito relaxante do carvacrol sobre os anéis de aorta de WKY e SHR, sem endotélio
vascular na presenca da capsaicina, WKY ( m) e SHR (). Os valores estdo expressos com média

+e.p.m., **p<0,001 SHR vs. WKY.
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Tabela 7: Valores de pD, e E 5 do efeito do carvacrol em WKY, comparando a situacdo controle

versus situacdo em estudo.

WKY pD; Emax
Controle 4,88 + 0,09 100,73 + 2,24
Vermelho Ruténio 4,80+0,13 92,75+ 3,30
Magnésio 4,44 + 0,08 ** 86,99 + 5,06 *
2-APB 5,38 £ 0,07 ** 90,21 £1,73**
BCTC 4,84 + 0,09 114,56 £ 6,00***

Capsazepina

Capsaicina

5,60 £ 0,09 ***
571+0,12 ***

110,55+ 8,49
67,91 £ 8,23 **

*p<0,05 ;**p<0,01; **p<0,001 significativo versus controle

Tabela 8: Valores de pD, e E s do efeito do carvacrol em SHR, comparando a situagédo controle

versus situacdo em estudo e a comparacao entre WKY versus SHR.

SHR pD2 Emax
Controle 4,93+ 0,08 110,06 + 2,07
Vermelho Ruténio 4,13 + 0,06 ***# 85,39 £ 1,72 *** #
Magnésio 4,36 + 0,09 ** 83,33 £ 5,91 *** #
2-APB 5,54 £ 0,05 *** 100,41 +£1,89 *** #
BCTC 4,71 £ 0,06 125,57 + 6,48***#

Capsazepina

Capsaicina

532+ 0,05** #
5,71£0,12 ***

115,08 +£ 0,46
67,91 £ 8,23 ***#

*p<0,05 ;**p<0,01; ***p<0,001 significativo versus controle; # SHR versus WKY
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5.4 ESTUDQOS in vivo

5.4.1 Efeitos do carvacrol sobre a pressdo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) de ratos normotensos (WKY) e hipertensos (SHR) nao-

anestesiados

Os valores basais da PAM e FC nos animais antes da administragcdo do
carvacrol foram respectivamente de 161,80 + 3,78 mmHg e 380 £11 bpm para SHR e
118,00 + 3,20 mmHg e 298,5 £+ 14 bpm, para WKY (Gréafico 23). A administracdo do
carvacrol (0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10 mg/Kg, i.v., aleatoriamente) induziu uma
resposta transiente (Figura 25) caracterizada por hipotensdo WKY (APAM (%) = -7,8 +
3,18; -14,0 £ 2,64; -39,2 +12,87;-64,2 + 13,31, -77,2 + 4,04, -79,2 + 6,51, -80,0 + 2,68
mmHg, respectivamente) e SHR (APAM (%) = -14 + 3,06; -19,80 + 4,89; -20,5 + 3,01; -
27,0 + 8,43; -93,8 + 6,86; -96,0 + 3,57; -98,0 + 3,14 mmHg, respectivamente)
associada a bradicardia WKY ( AFC = -6,25 + 7,69; -12,66 + 5,23; -147,25 + 72,11; -
313,8 £ 26,02; -309,66 + 22,11; -293,0 £+ 25,19; -276,16 + 25,19 bpm, respectivamente)
e SHR ( AFC =-30,4 + 6,31; -34,75 £ 5,43; -39,50 + 3,70; -232,66 + 11,21; -263,75 +
8,32; -280,75 + 6,83; -308,0 + 22,17 bpm, respectivamente) tanto em SHR como em
WKY, de maneira independente de dose (n=6) (Grafico 24 e 25).
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Gréfico 23. Valores médios basais da PAM e FC de ratos normotensos e hipertensos.
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Figura 25: Registro original representativo ilustrando o efeito de doses crescentes do carvacrol
(0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10 mg/Kg, i.v.) sobre PAS, PAM, PAD e FC em ratos normotensos e

hipertensos ndo anestesiado. As setas indicam o momento da administra¢c&o do carvacrol.
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Gréafico 24:

Efeitos do carvacrol sobre a Pressdo Arterial Média (PAM, mmHg) (* p < 0.05 vs. 0.1 mg/kg; # p <
0.05 SHR vs. WKY) e Frequéncia Cardiaca (FC, bpm) (* p < 0.05 vs. 0.1 mg/kg) em ratos

normotensos e hipertensos ndo anestesiados. Os valores foram expressos como média + e.p.m.

de 8 experimentos
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Gréfico 25: Efeitos do carvacrol sobre a Pressdo Arterial Média (PAM) e Frequéncia Cardiaca (FC)
em ratos normotensos e hipertensos ndo anestesiados. Os pontos na figura representam a média
de 6 experimentos e as linhas verticais indicam o e.p.m., os valores de DEs, estdo expressos

como média (95% de intervalo de confiancga).
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5.4.2 Influéncia dos canais potencial receptor transientes (TRP) sobre a
resposta do carvacrol frente a presséao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca

(FC) de ratos normotensos (WKY) e hipertensos (SHR) ndo-anestesiados.

Para avaliar a influéncia dos canais TRP nas respostas cardiovasculares do
carvacrol em WKY e SHR, foi administrada uma dose de carvacrol de 5mg/kg como
sendo a situacdo controle WKY (APAM (%) = -60,00 + 16,50 mmHg e AFC = -204,00 +
30,04 bpm, N=6 ) e SHR (APAM (%) = -101,71 + 8,07 mmHg e AFC = -314,57 + 22,03
bpm, N=7), dose essa que induz efeito maximo na resposta do carvacrol sobre PAM e
FC. Apos o registro da situacao controle e o reestabelecimento dos parametros basais
foi administrada uma dose de 3mg/kg do vermelho de ruténio, sendo este um inibidor
dos TRPV4 (GAO, 2009). Ap6s a adicdo do inibidor nos tempos de 5, 10, 20 e 30
minutos, foi adicionado o carvacrol (5mg/kg) para avaliar a influencia dos canais TRP.
Observou-se uma reducéo significativa nas respostas hipotensoras da PAM de WKY
(APAM (%) = -29,60 + 2,76; -30,60 + 5,25; -34,33 + 7,88; -31,75 + 2,46 mmHg,
respectivamente) e SHR (APAM (%) = -57,71 + 8,07; -49,42 + 5,79; -41,42 + 5,24; -
36,66 + 3,94 mmHg, respectivamente) e bradicardica da FC de WKY (AFC = -34,00 +
5,14; -63,33 + 11,97; -52,00 + 31,00; -32,00 + 6,00 bpm, respectivamente) e SHR (AFC
= -181,83 + 41,66; -133,83 + 42,66; -115,20 + 41,28; -57,25 + 22,81 bpm,

respectivamente) (Grafico 26 e 27).
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Grafico 26: Inibicdo da hipotensdo ocasionada pelo carvacrol na pressdo arterial média, na
presenca do vermelho de ruténio, um bloqueador inespecifico dos canais TRP. * P <0,05 vs
carvacrol controle (antes do RuR). Os valores foram expressos como média £ e.p.m. de 8

experimentos
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Grafico 27: Inibicdo da bradicardia ocasionada pelo carvacrol na frequéncia cardiaca, na presenca
do vermelho de ruténio, um bloqueador inespecifico dos canais TRP. * P <0,05 vs carvacrol

controle (antes do RuR). Os valores foram expressos como média £ e.p.m. de 8 experimentos
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5.4.3 Influéncia dos canais potencial receptor transientes vanildides tipo 1
(TRPV1) sobre a resposta do carvacrol frente a presséo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) de ratos normotensos (WKY) e hipertensos (SHR)
anestesiados.

Sabendo que a capsaicina € um agente picante nossos experimentos foram
feitos com animais anestesiados e os valores basais da PAM e FC dos animais
anestesiados com uretano (1,5g/kg i.p.) foram respectivamente de 101,83 + 5,73
mmHg e 300,33 £ 7,17 bpm para SHR e 93,00 £+ 4,58 mmHg e 305,50 + 19,42 bpm,
para WKY (Gréfico 28).

Para avaliar a influéncia dos canais TRP nas respostas cardiovasculares do
carvacrol em WKY e SHR, foi administrada uma dose de carvacrol de 5mg/kg como
sendo a situacao controle WKY (APAM (%) = -37,00 + 4,43 mmHg e AFC = -164,00 +
58,10 bpm ) e SHR (APAM (%) = -38,25 + 3,56 mmHg e AFC = -184,50 + 39,09 bpm),
dose essa que induz efeito maximo na resposta do carvacrol sobre PAM e FC. Apés o
registro da situacdo controle e o reestabelecimento dos parametros basais foi
administrado a capsaicina (30ug/kg), sendo este um ativador dos TRPV1 (LI, 2003;
GAO, 2009). Ap6s a adicdo do inibidor nos tempos de 5, 10, 20 e 30 minutos, foi
adicionado o carvacrol na mesma dose controle de 5mg/kg para avaliar a influencia dos
canais TRPV1. E pode-se observar uma reducdo significativa nas respostas
hipotensora da PAM de WKY (APAM (%) = -28,00 + 3,57; -30,20 + 4,02; -31,50 + 5,04;
-29,80 + 4,09 mmHg, respectivamente) e SHR (APAM (%) = -27,00 + 1,58; -31,40 +
1,98; -35,60 + 3,94; -39,20 + 2,37 mmHg, respectivamente) e bradicardica da FC de
WKY ( AFC = -54,40 + 12,31; -58,40 + 11,65; -62,25 + 18,55; -49,00 + 7,29 bpm,
respectivamente) e SHR ( AFC = -63,40 + 4,93; -58,75 + 10,31; -54,75 + 9,54, -56,66 +
4,70 bpm, respectivamente) (Gréafico 29 e 30).
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Grafico 28. Valores médios basais da PAM e FC de ratos normotensos e hipertensos.
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Grafico 29: Inibicdo da hipotensdo ocasionada pelo carvacrol na presséo arterial média, na

presenca da capsaicina, um ativador dos canais TRPV1. * P <0,05 vs carvacrol controle (antes da

CAP). Os valores foram expressos como média = e.p.m. de 7 experimentos
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Figura 30: Inibicdo da bradicardia ocasionada pelo carvacrol na frequéncia cardiaca, na presenca
da capsaicina, um ativador dos canais TRPV1. * P <0,05 vs carvacrol controle (antes da CAP). Os

valores foram expressos como média £ e.p.m. de 7 experimentos.
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6. Discussao

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o envolvimento dos
canais TRP na hipertensdo, de correlacionar a expressdo desses canais com as
alteracbes na pressédo sanguinea e de avaliar os efeitos do carvacrol sobre os canais
TRP no sistema cardiovascular e sua influéncia sobre o estado hipertensivo. E na
tentativa de elucidar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos, utilizamos
abordagens in vitro — com anéis de aorta de ratos normotensos (WKY) e
espontaneamente hipertensos (SHR) e midcitos vasculares de aorta, in vivo — com
medidas diretas de pressdo arterial e frequéncia cardiaca em WKY e SHR nao
anestesiados e ensaios moleculares — com midcitos vasculares de aorta de WKY e
SHR.

As principais constatagbes foram primeiramente a confirmagédo da inibicdo do
influxo de célcio pelo carvacrol sobre os Ca, tipo-L em ensaios eletrofisiolégicos com
miécitos de aorta. Em seguida, avaliamos a expressdo dos canais TRP de animais
hipertensos em comparacdo com seus controles normotensos e observamos uma
diminuicdo da expresséo dos canais TRPV1, TRPV4, TRPM7 e TRPM8 e um aumento
da expressdo do TRPC1 em midcitos de aorta dos SHR. Em abordagens in vitro com
anéis de aorta observamos uma atividade vasorelaxante tanto em WKY como em SHR,
efeito esse envolvendo provavelmente os canais TRPV1, TRPV4, TRPM8, TRPM7 e
TRPC1 em SHR. Em adigdo, obtivemos uma atividade hipotensora e bradicardica em
WKY e SHR e a participagdo provavelmente do TRPV1 e TRPV4 nessas respostas,
sendo estes resultados extremamente interessantes no ambito dos estudos com
monoterpenoides.

Existem vérias evidéncias na literatura que monoterpenos, inclusive o carvacrol
objeto de estudo do nosso trabalho, em experimentos com tecidos vasculares, alterem
a mobilizacdo de Ca?* nas células musculares lisas (DANTAS et al., 2015; SILVA,
2011; ARAUJO, 2011; PEIXOTO-NEVES et al., 2009; BASTOS et al., 2009; RIBEIRO,
2008; GUEDES et al., 2002).

Aléem disso, ha indicios de que a contracéo induzida por solugdo despolarizante

com alta concentracdo de K* é mediada principalmente por influxo de Ca®" por Cay,
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efeito este visto em um trabalho recente do nosso grupo de pesquisa (GODFRAIND;
MILLER; WIBO, 1986; SOMLYO; SOMLYO, 1994; BRIGGS, 1962; NELSON et al.,
1988; DANTAS, 2010), onde também investigamos o subtipo de Ca, envolvido no efeito
vasorelaxante e observamos que contragdes tonicas induzidas por S(-)-Bay K 8644
(agonista dos Cav 1 (tipo-L)), foram inibidas por carvacrol, sugerindo sua participacao
no efeito vasorelaxante em anéis de artéria mesentérica.

Para melhor elucidar e confirmar as hip6teses da ag¢do do carvacrol sobre os
canais de calcio sensiveis a voltagem e sua inibicdo no influxo de calcio por Ca, 1 (tipo-
L), foi realizado um experimento com ensaios eletrofisiolégicos utilizando midcitos
recém dispersos de aorta de rato normotenso, utilizando a técnica de patch clamp na
configuracdo whole cell — voltage clamp, método importante e capaz de investigar o
efeito do carvacrol sobre os canais i0nicos na membrana celular. Nos ensaios
eletrofisiolégicos foram avaliadas as correntes de entrada de Ba®* através dos canais
para Ca®*, que apresentam caracteristicas tipicas de correntes sensiveis a voltagem do
tipo-L. Nestes experimentos foi constatado que o carvacrol (300 pM) inibiu
significantemente a amplitude das correntes de bario (Iga), confirmando e corroborando
com 0s nossos estudos anteriores com artéria mesentérica (DANTAS et al., 2015), que
o carvacrol age por inibicdo do influxo de calcio via canais Ca, do tipo-L, com
consequente diminuicdo da [Ca®].

Além dos Cav, que possuem funcdes bem estabelecidas, os canais TRP sao
canais catidnicos permedaveis ao célcio, sendo os Unicos que respondem a estimulos
variados e estdo associados a diversas funcdes fisiologicas (LEDOUX et al., 2006;
CLAPHAM et al., 2005). Vale salientar que até entdo, foram detectados mais de 10
membros distintos da superfamilia dos canais TRP nas células musculares lisas
vasculares, em especial em aorta de rato normotenso, como por exemplo, os TRPV1,
TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPV6, TRPM2, TRPM3, TRPM4, TRPM6, TRPM7, TRPMS.
Ja os TRPC sao onipresentes (Ubiquitously), onde a expressédo de TRPC1 > TRPC6 >
TRPC3 > TRPC4 = TRPC5 (KARK, 2008; WATANABE, et al. 2008; YANG, 2006;
INOUE, et al., 2006; WANG, 2008; EARLEY; GONZALES; CRNICH, 2009; ZEBGER-
GONG, 2011; NAYLOR, 2010; JOHNSON, 2009; PENG, 2010; JARDIN, 2013; TOTH,
2014).
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O papel dos canais TRP na patogenia da hipertensdo essencial tem uma
correlacdo funcional entre sua expressdo com as alteragcbes na pressdo sanguinea,
tornando-os potenciais alvos terapéuticos para o controle da vasoconstricdo e
proliferacdo das células musculares lisas vasculares (LIU, 2005; FIRTH; REMILARD;
YAN, 2007; GAO, 2009; YOGI, 2011).

Diante do exposto acima, avaliamos pela primeira vez, a expressdo dos canais
TRP em midcitos vasculares de aorta de rato espontaneamente hipertenso comparado
com o seu controle normotenso. Primeiramente avaliamos a expresséao do TRPV1, que
€ um canal TRP da familia dos vaniléides, descrito por promover hipotensdo quando
ativado (Li et al, 2003), foi recentemente descrito em alguns leitos vasculares (TOTH,
2014) apresentando niveis de expressdo diferenciados. Nos nossos estudos
observamos surpreendentemente que houve uma diminui¢do da expressdo do TRPV1
em SHR quando comparado com seu controle normotenso. Na sequencia verificamos a
expressdo do TRPV3, canal descrito por ser ativado pelo carvacrol em células
endoteliais (EARLEY, GONZALES, GARCIA, 2010) e notamos nOS NOSSOS
experimentos que nao houve alteracdo da expressdo do SHR quando comparado com
o WKY. Quando comparamos a expressao do TRPV4, canal descrito estar bastante
expresso em aorta (YANG et al., 2006) e por promover um efeito depressor da pressao
arterial quando ativado (GAO et al.,, 2009), observamos uma diminuicdo da sua
expressdo nos animais hipertensos quando comparados com seus controles
normotensos, podendo essa diminuicdo ser uma das causas do aumento da pressao
arterial visto que na CMLV o TRPV4 quando ativado, aumenta o calcio intracelular,
ativa canais de Rianodina que forma “spark” de calcio que promove a abertura dos
canais de potassio de grande condutancia (BKca) hiperpolarizando a célula,
consequentemente fechando os canais de calcio sensiveis a voltagem.

Outro canal TRP avaliado, foi o TRPMS8 por ser descrito ter alta expressdo em
aorta de rato (YANG et al., 2006) e também por ser um canal que exerce um papel
fundamental na regulagdo do tbnus vascular, permitindo o influxo de calcio na
membrana e liberacdo de calcio pelo reticulo sarcoplasmético (JOHNSON et al., 2009).
Quanto a sua expressdo notamos que houve, uma diminuicdo nos SHR quando

comparados com o WKY, podendo essa diferenca de expressao ser uma das possiveis
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causas do aumento da PA por uma desregulacdo do tdnus vascular. Estudamos
também o canal TRPM7, que age como um canal de ion e também atua como uma
cinase e desempenha um papel fundamental na homeostase, modulando [Mg*]i e
regulando a sinalizacdo na célula muscular lisa vascular (YOGI, 2011), € um canal que
ao ser ativado inibe os canais de calcio sensiveis a voltagem e canais de rianodina,
levando ha uma diminuicdo do calcio intracelular, na literatura vem sendo estudado
como um canal modulado pelo carvacrol (PARNAS et al., 2009; MACIANSKIENE et al.,
2012; DANTAS et al, 2015), diante disso avaliamos sua expressao e
interessantemente observou-se uma diminuicdo em SHR quando comparados com
WKY, podendo essa diminuicdo da expressao ser uma das possiveis causas para o
aumento da presséo arterial. Corroborando com estudos anteriores, que demonstraram
gue tanto a diminuicdo da expressao (TOUYZ, 2006) como um defeito no canal (YOG,
2011) TRPM7, leva a um remodelamento vascular e aumento da pressao arterial.

Ja os canais ditos como TRP classicos (TRPC), investigamos a expressdo do
canal TRPC1, que é postulado como um canal de célcio operado por estoque (SOC) e
foi descrito ser inibido pelo carvacrol (DANTAS et al., 2015), além da sua importancia
na contratilidade vascular (CHEN, 2010; NOORANI, 2011, KOCHUKOV, 2012,
ADEBIYI, 2012). E interessantemente observamos que houve um aumento na
expressdo de SHR quando comparado com o seu controle WKY, podendo esse
aumento na expressao ser uma das causas do aumento da presséo arterial, por um
aumento na contratilidade vascular.

Esses resultados nos mostram que ha diferencas de expressao de alguns canais
TRP em miécitos de aorta de SHR com relacdo ao WKY, podendo essas diferencas na
expressdo estar influenciando no aumento da pressao sanguinea na hipertensao.
Levando-nos a questionar se essas alteracbes geram o0 estado hipertensivo ou a
hipertensdo que altera a expressdo desses canais. Em um estudo de Liu e
colaboradores (2009), foi avaliado esse questionamento e observado a expressao do
canal TRPC3 em WHKY, SHR pré-hipertenso ou jovem e SHR adulto e
surpreendentemente, constataram que apenas o SHR adulto, a expressdo do canal
TRPC3 estava aumentada, levando a um aumento da pressao arterial e do influxo de

calcio.
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Poucos séo os estudos que tratam da atividade do carvacrol sobre o sistema
cardiovascular e sobre a musculatura lisa vascular e ndo vascular. Boskabady e
colaboradores (2003) foram os primeiros a demonstrar a atividade relaxante do
monoterpendide sobre o musculo liso traqueal de cobaia, enquanto Aydin e
colaboradores (2007) em estudos in vivo demonstraram um efeito hipotensor e
bradicardico sobre ratos normotensos anestesiados. Outro relevante trabalho do grupo
de pesquisa de Peixoto-neves (2009) observou uma atividade vasorelaxante em aorta
de ratos Wistar. Em adicdo Earley e colaboradores (2010) avaliaram a atividade
vasorelaxante na camada endotelial por ativar o canal TRPV3 em artéria cerebral e
cerebelar. Em estudos eletrofisiolégicos em cardiomidocitos humanos (MACIANSKIENE
et al., 2012) foi observado o carvacrol inibindo as correntes do canal TRPM7. E
recentemente em nossos estudos (DANTAS, 2010) demonstramos que, o carvacrol
promoveu um efeito hipotensor e bradicardico em ratos normotensos néo-
anestesiados, podendo estar agindo diretamente no coracdo pelo inotropismo e
cronotropismo negativo no atrio isolado, também inibiu as correntes de béario em
midcitos de artéria mesentérica, comprovando o envolvimento dos canais da calcio
sensiveis a voltagem e promoveu vasorelaxamento em artéria mesentérica, por inibicdo
do influxo de célcio por canais de calcio sensiveis a voltagem (Cav) do tipo-L, canais
operados por receptor/TRPC6, canais operados por estoques/TRPC1 além de agir
sobre os canais TRPM7 (Figura 4) (DANTAS et al., 2015).

Diante dessas premissas, nos sentimos motivados em investigar e comparar em
detalhes a acdo vasorelaxante do carvacrol em animais hipertensos e seu controle
normotenso e a participacéo dos canais TRP nessa patologia.

No presente estudo observamos que carvacrol promoveu um efeito vasorelaxante
de maneira dependente de concentracdo em anéis de SHR e WKY pré-contraidos com
FEN um agonista a-adrenérgico, na presenca e na auséncia do endotélio vascular.

O endotélio vascular é responsavel pelo controle de diversas funcdes celulares e
moleculares, incluindo atividade contratil e proliferativa da musculatura lisa vascular.
Portanto, as células endoteliais vasculares tém funcao vital na regulacdo e manutencéo
da homeostase do sistema vascular, exercendo potente efeito regulatério sobre

pressédo arterial e fluxo sanguineo local, este processo € mediado via liberacdo de
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fatores vasoconstrictores e relaxantes derivados do endotélio (FRDEs) (BUSSE et al.,
2002). Devido a importante influéncia na modulacdo da vasodilatacdo induzida pelos
FRDEs, foram realizados experimentos com anéis de aorta de rato WKY e SHR, na
auséncia do endotélio funcional, com o intuito de verificar a dependéncia dos FRDEs
no efeito vasorelaxante induzido por carvacrol. Apds a remocao mecanica do endotélio,
o efeito vasorelaxante induzido por carvacrol ndo apresentou alteracdo na eficacia
farmacolbégica, nem na poténcia farmacologica, levando-nos a sugerir que mediadores
vasoativos liberados pelo endotélio vascular parecem nédo influenciar o efeito vasorelaxante
induzido por carvacrol. Quando esses resultados foram comparados entre as linhagens
hipertensas e normotensas ndo houve diferencas significantes entre elas. Estes dados estédo
em concordancia com a literatura mostrando que a contratilidade de aorta isolada de
animais SHR néo difere de seus controles normotensos (SAFAR et al., 2001). A partir destes
resultados investigamos os mecanismos de acdo independente do endotélio vascular
utilizado por carvacrol para induzir vasorelaxamento.

Dentro desse contexto, avaliamos se o efeito induzido pelo carvacrol era
dependente de tbnus vascular. Para tanto fizemos experimentos onde foram
adicionadas ao ténus basal concentracbes crescentes de carvacrol e,
semelhantemente ao que foi visto em anéis mesentéricos de ratos Wistar (DANTAS,
2010), o tonus basal nao foi alterado.

Para descartar a hipétese de que os efeitos mediados por carvacrol ndo estavam
relacionados a um possivel efeito toxico, ao final de todos os experimentos o carvacrol
foi removido do banho e uma nova contracdo com fenilefrina foi induzida. E pode-se
constatar total reversdo da contracdo induzida por fenilefrina, mostrando que o
monoterpeno ndo promoveu dano a maquinaria contratil vascular.

Diante dos resultados iniciais, onde o carvacrol atua sobre canais de Ca, 1(tipo-
L), fomos avaliar outra via de entrada de calcio na célula, investigando quais os
provaveis canais TRP que poderiam participar no efeito vasorelaxante induzido pelo
carvacrol. Para tanto, utilizamos alguns bloqueadores e ativadores de canais TRP.
Diversos monoterpenos apresentam ac¢do agonista como também antagonista sobre
diferentes membros da familia dos canais TRP (PEIER et al., 2002; VOGT-EISELE et al.,
2007; PATEL et al., 2007). O carvacrol, por exemplo, é relatado por ativar os canais TRPV3
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(MACPHERSON et al., 2006; VOGT-EISELE et al., 2007), ativar o TRPA1l (XU et al.,
2006), inibir os canais TRPL (TRP-like) (PARNAS et al., 2009) como também agir em
TRPM7 (PARNAS et al., 2009; DANTAS et al., 2015; MACIANSKIENE et al., 2012).

Diante do exposto realizamos um protocolo no qual utilizamos vermelho de ruténio
gue é um bloqueador ndo-seletivo dos canais TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPAL
e TRPM6 (CLAPHAM et al., 2005). Nestas condicfes, o efeito vasorelaxante induzido
pelo monoterpeno ndo foi alterado em WKY, mas em SHR interessantemente,
observamos que o efeito relaxante do carvacrol foi atenuado significantemente, com
alteracdo na sua eficacia e poténcia farmacoldgica. Quando esses resultados foram
comparados entre as linhagens hipertensa e normotensa, houve uma menor poténcia
farmacol6gica em SHR. Sugerindo que o monoterpeno pode estar agindo nos canais
TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPAl e/ou TRPM6 em SHR, entretanto quando
comparado esses resultados com o0s experimentos de expressdo em RT-PCR,
observamos que a expressao do TRPV1 e TRPV4 esta diminuida em SHR, podendo
essa diminuicdo na expressao, estar influenciando numa menor poténcia farmacologica
do vasorelaxamento em SHR, entretanto o canal TRPV1 é um canal que leva ha um
aumento da contracdo da CMLV e TRPV4 leva ha um vasorelaxamento, sugerindo
assim que essa menor poténcia em SHR pode estar sendo influenciada pelo TRPV4, ja
gue a expressdo do TRPV2, TRPA1l e TRPM6 nao foram avaliadas, ndo podemos
sugerir a participacdo desses canais nas respostas observadas.

O TRPM7 é um canal catidnico, permedvel ao Mg? e Ca**, constitutivamente
ativado e pode ser inibido por Mg** livre (NADLER et al., 2001; RUNNELS; YUE;
CLAPHAM, 2001). Para avaliar a possivel participacdo desse canal no efeito
vasorelaxante promovido por carvacrol, foi adicionado magnésio (MgCl;, - 2,25 mM),
gue nessa concentracdo pode inibir canais TRPM6'e TRPM7 (CLAPHAM, et al, 2005;
MACIANSKIENE et al., 2012; BALDOLLI, et al, 2013). Nesta condicao, o efeito relaxante
de carvacrol foi atenuado significantemente, com alteracdo na sua eficacia e poténcia
farmacoldgica, tanto em animais WKY como em animais SHR, sugerindo que o
monoterpeno pode estar agindo bloqueando canais TRPM7 para induzir o
vasorelaxamento, ja que ao usar o vermelho de ruténio ndo ouve diferenga na resposta

vasorelaxante em animais WKY comparados com o controle, diferentemente do que
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aconteceu ao adicionar o magnésio ao banho, sugerindo que o TRPM6 pode nao estar
participando na resposta vasorelaxante do carvacrol. Mas, quando comparamos WKY
com SHR observamos que ndo ha diferenca entre eles, com excec¢do da concentracdo
de 10™*M que apresentou uma eficacia menor em SHR, sugerindo uma correlagdo com
a diminuicdo da expressdo do TRPM7 em SHR.

E importante ressaltar que dados relatados na literatura mostram que o aumento
da concentracdo de Mg®" extra ou intracelular pode induzir também bloqueio dos
canais Cay, diminuindo o influxo de Ca*" (FIRTH; REMILLARD; YUAN, 2007). Em
nossos estudos para avaliar se a concentracdo de Mg?* utilizada para inibir TRPM7 nao
estaria inibindo também Ca, realizamos experimentos avaliando o efeito de Mg®* (2,25
mM) em contragdes induzidas por S(-)-Bay K 8644, ativador de Ca,. Observamos que
nao houve alteragdo significativa no efeito contraturante induzido pelo derivado
diidropiridinico apés adicdo de Mg®*, sugerindo que a mesma concentracéo utilizada
para inibir TRPM7 nao foi capaz de inibir as contracdes induzidas pela entrada de Ca®*
por Ca,. Em conjunto estes dados reforcam que, carvacrol parece agir sobre 0os canais
TRPM7 em aorta de rato, corroborando com dados na literatura que mostram que o
carvacrol atua sobre TRPM7 em mamiferos (PARNAS et al., 2009; DANTAS et al.,
2015; MACIANSKIENE et al., 2012).

Apés avaliar o efeito do magnésio, utilizamos o 2-APB que é uma ferramenta
farmacolédgica que age sobre canais TRP de forma néo seletiva, sendo um ativador do
TRPV1, TRPV3 e TRPM6 (HINMAN, 2006, BALDOLI, 2013) e inibidor do TRPM7,
TRPM8 e TRPC1l (GUILBERT, 2009; MACIANSKIENE, 2012; EL HIANI, 2009;
SELESCU, 2013) e interessantemente, observamos que o efeito do carvacrol nessas
condicdes foi potencializado e sua eficacia diminuida, sugerindo que carvacrol deve
estar induzindo a ativacéo de subtipos de canais TRP sensiveis ao 2-APB que levem a
entrada de Ca®" na célula muscular, como o TRPC1 que ao ser ativado promove o
aumento do calcio intracelular, favorecendo o estado contratil do tecido vascular e
desta forma prejudicando o relaxamento induzido por carvacrol, com a presenca do 2-
APB, bloqueando o canal, hd uma potencializacdo do efeito vasorelaxante, sendo mais
pronunciado em animais SHR, provavelmente pelo aumento na expressao do TRPCL1.

Adicionalmente, observamos que a sua eficacia foi diminuida, podendo sugerir que, ha
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uma participacao na resposta dos canais TRPM7 e TRPM8, pois sdo canais que levam
ha um vasorelaxamento quando ativados e o que observamos ao bloquear esses
canais com 2-APB, foi um efeito maximo prejudicado, outro fator que pode estar
levando a essa menor eficacia € a ativagdo do canal TRPV1 que é descrito ser um
canal que leva ha uma contracdo quando ativado (FIRTH, 2007). Quando comparamos
0S animais hipertensos com seus controles normotensos, observamos uma diferenca
significante na sua eficacia e potencia farmacoldgica, podendo ser influenciada pelas
alteracdes de expressdao de alguns canais TRP e no nosso trabalho, observamos
diminuicdo na expressao do TRPV1, TRPM7 e TRPM8 e aumento do TRPC1 em SHR.

O TRPM8 exerce papel fundamental na regulacdo do tébnus vascular e assim
como os demais canais TRP é um alvo para monoterpeno (JOHSON et al., 2009).
Assim fomos investigar a participagdo do TRPMS8 no efeito vasorelaxante do carvacrol,
para isso utilizamos como bloqueador de TRPM8 a capsazepina que € também um
bloqueador do TRPV1. Ha uma grande similaridade estrutural entre os canais TRPV1 e
TRPMS8. Por isso, embora haja algumas substancias descritas como antagonistas de
canais TRPV ou mais seletivo para V1, esses podem interagir também com os canais
TRPM8. Isso ja foi observado para varios bloqueadores, antes descritos como seletivos
para TRPV1 e que posteriormente descobriu-se serem bloqueadores de canais
TRPM8. Como exemplo, podemos citar BCTC e Capsazepina (CPZ) (XING, 2007;
MALKIA, 2009; BEHRENDT 2004, VRIENS 2009) e o que diferencia essa seletividade
entre eles é a sua afinidade de antagonismo maior por um ou por outro. Behrendt e
colaboradores (2004) observaram em seu estudo que o BCTC e CPZ tinham uma
maior poténcia antagonista para os canais TRPV1 do que para canais TRPM8, nesse
mesmo estudo observaram que a seletividade antagonista do BCTC era maior do que o
da capsazepina para os canais TRPM8 (BCTC > CPZ = TRPMB3).

Nos nossos estudos quando utilizamos a capsazepina o que observamos foi uma
potencializacdo da resposta vasorelaxante tanto em animais SHR como em seus
controles WKY, sugerindo que o carvacrol pode estar atuando nos canais TRPM8 e/ou
TRPVL1. Entretanto, a CPZ inibe ou antagoniza com uma potencia maior o TRPV1 do
gue o TRPMS, provavelmente sendo uma das causas dessa potencializagédo tanto na

eficacia como na potencia farmacoldgica, ja que o TRPV1 é descrito levar a um estado
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contratil do vaso diferentemente do TRPM8 que promove um vasorelaxamento. Mas,
guando observamos os efeitos relaxantes de SHR e WKY na presenca da capsazepina
0 que percebemos € uma diminuicdo da poténcia em animais SHR, resultado esse
interessante, porque quando comparamos esse efeito com a expressao do TRPMS8 e
TRPV1, ambos estdo com a expressao diminuida em animais SHR, podendo essa ser
uma das razdes dessa diminuicdo na poténcia farmacologica em animais hipertensos.

Apés a obtencdo desses dados avaliamos a participacdo dos canais TRPV1 e
TRPMS8 na presencga do BCTC 300nM e observamos que o efeito do carvacrol, nessas
condicBes foi potencializado na sua eficacia nas trés ultimas doses, entretanto menor
do que na presenca da CPZ, sugerindo que esse efeito € devido hd um maior
antagonismo sobre o TRPM8 pelo BCTC, diferentemente com o que acontece com a
CPZ, que tem uma menor potencia antagonista sobre o TRPM8 (BCTC > CPZ). Além
disso, o BCTC também antagoniza o TRPV1, por isso um maior efeito vasorelaxante na
presenca do BCTC, visto que o TRPV1 leva a contracdo da CMLV. Esses resultados
corroboram com os resultados observados com a capsazepina, entretanto devido ha
uma maior seletividade pelo TRPV1 da CPZ, o efeito mais pronunciado € uma
potencializacdo do vasorelaxamento, sendo esse efeito atenuado na presenca do
BCTC devido hd uma maior seletividade pelo TRPMS.

Diante do exposto e para avaliar melhor a participacdo do canal TRPV1 na
resposta vasorelaxante do carvacrol, optamos por efetuar a dessensibilizacdo do canal
TRPV1 por deplecdo do peptideo relacionado ao gene da calcitonina presentes nas
terminacdes nervosas do nervo sensorial perivascular, para isso utilizamos um agonista
classico, substancia de origem vaniléide denominada de capsaicina (GAO e WANG,
2010; HOPPS et al., 2009; INOUE et al., 2006; DANNERT et al., 2007). A
dessensibilizacdo de canais TRPV1 ocorre apds exposicdo prolongada a capsaicina e
caracteriza-se pela diminuicdo da atividade do canal. Em nosso estudo o que
observamos foi um efeito vasorelaxante do carvacrol significantemente atenuado apés
a dessensibilizacdo com 10° M de capsaicina, indicando que carvacrol parece estar
ativando TRPV1 nas terminacdes nervosas sensoriais perivasculares proximas as
células musculares lisas para promover a resposta vasorelaxante em animais SHR e

WKY. Entretanto quando comparamos a resposta de SHR e WKY frente a
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dessensibilizacdo com a capsaicina, percebe-se uma acentuada atenuacdo da
resposta em animais WKY, sugerindo assim que esse efeito deve ser pela diferenca de
expressdo, dos receptores do peptidio relacionado ao gene da calcitonina (CGRPR),
onde esse receptor estd mais expresso em SHR (LI, KAMINSKI, WANG, 2003),
promovendo assim uma menor atenuacao da resposta.

Vale ressaltar que em um estudo de GAO e colaboradores (2010), eles avaliaram
no nervo sensorial perivascular a co-expressdo do TRPV4 e do peptideo relacionado
ao gene da calcitonina e observaram que o TRPV4 participava da liberagdo do CGRP
levando ha um vasorelaxamento, semelhante ao que acontece com o TRPV1, nesse
mesmo estudo o TRPV1 foi dessensibilizado com um pré-tratamento neonatal com a
capsaicina e constatou-se que, houve um aumento da liberacdo do CGRP pelo TRPV4,
entretanto com uma hipotensdo menor do que com 0s animais sem o0 tratamento.
Diante do exposto podemos sugerir que o carvacrol ao ser adicionado ao banho tem
seu efeito maximo ou eficacia diminuida devido a dessensibilizacdo do TRPV1, mas em
contraponto tem uma potencia farmacolégica maior quando comparada ao controle,
provavelmente pela participagdo do TRPV4 presente no nervo sensorial perivascular
gue leva ha um vasorelaxamento por liberacdo do CGRP, sendo esse efeito maior em
SHR, muito provavelmente pela maior expressdo dos receptores do peptidio
relacionado ao gene da calcitonina (CGRPR) (LI, KAMINSKI, WANG, 2003).

Portanto, os nossos dados até o presente momento sugerem que carvacrol pode
ter acdo sobre os canais TRP em aorta de rato, provavelmente sobre TRPV1, TRPV4,
TRPM7, TRPM8 e TRPCL.

No entanto, serdo necessarios estudos adicionais para confirmar as hipéteses
sugeridas neste estudo realizado com carvacrol, principalmente os dados relacionados
com a participacao de canais TRP, ja que estes canais ndo apresentam bloqueadores
seletivos que favorecam o entendimento funcional destes canais no relaxamento
induzido por carvacrol. Porém, podemos ressaltar que este trabalho € inédito, pois a
maioria dos trabalhos relacionados aos efeitos de substancias atuando sobre canais
TRP é realizada em células isoladas ou em sistemas com manipulacdo da expressao

destes canais em linhagens de células, o que pode resultar em uma alteragdo na
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configuracdo basal e fisiologica dos homotetrameros ou dos heterotetrameros que
constituem os canais TRP (SOBOLOFF et al., 2005).

Para avaliarmos se os efeitos vasculares induzidos por carvacrol poderiam refletir
numa alteracdo hemodinamica, estudos in vivo foram realizados com WKY e SHR néo
anestesiados. Nesta condicdo experimental, observamos que a administracao
endovenosa do carvacrol promoveu um efeito hipotensor, provavelmente relacionado a
vasodilatacdo que este composto pode induzir por uma diminuicdo da resisténcia
vascular periférica total. Além disso, a administracdo endovenosa do carvacrol induziu
um efeito bradicéardico, sugerindo uma acao direta sobre o coracdo, como foi observado
em ratos wistar (DANTAS et al., 2015), em experimentos com atrio isolado observamos
uma diminuicdo da forca de contracdo (inotropismo negativo) e uma diminuicdo na
frequéncia cardiaca (cronotropismo negativo) por parte do monoterpeno. E importante
destacar que € bem descrito que os canais TRPM7 sdo vastamente expressos no
tecido cardiaco (FLEIG, PENNER, 2004) e, em nossos experimentos, bem como nos
resultados de Macianskiene e colaboradores (2012), foi demonstrado o carvacrol
agindo sobre os canais TRPM7, podendo esta via de sinalizagdo estar envolvida na
resposta bradicardica induzida por carvacrol, porém estudos adicionais devem ser
realizados para investigar esta hipétese.

Nossos estudos in vivo corroboram com os estudos de Aydin e colaboradores
(2007), que também evidenciou um efeito hipotensor e bradicardico induzidos por
carvacrol em ratos anestesiados. Porém, a anestesia modifica o funcionamento dos
principais sistemas de regulacdo da pressdo arterial, tais como o sistema renina-
angiotensina, o sistema nervoso simpatico e o baroreflexo (DORWARD et al., 1985),
produzindo depressédo de algumas sinapses do sistema nervoso central, alterando as
respostas autondémicas (ZIMPFER et al.,, 1982), além de outros efeitos sobre os
sistemas basicos de controle fisiologico da presséao arterial (FLUCKIGER et al., 1985),
por isso utilizamos como metodologia, medida direta da pressao arterial (PA) em
animais ndo anestesiados. Nesta condicdo experimental diferente da utilizada no
trabalho de Aydin e cols. (2007), o efeito hipotensor foi observado em doses menores
gue as demonstradas no referido estudo, assim como o efeito bradicardico foi

rapidamente revertido e restabelecido aos parametros basais entre 2 e 5 minutos, tanto
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em animais WKY como em SHR, oposto do observado por eles que variou de 15
minutos a 2 horas, provavelmente por utilizarem ratos anestesiados. E importante
ressaltar que a realizacdo de estudos in vivo € de extrema importancia para se obter
um perfil mais amplo do efeito sistémico induzido por uma droga, ja que todos o0s
sistemas regulatérios estao presentes. Além disso, o nosso trabalho € inédito, porque a
literatura ndo contempla estudos investigando as acbes do carvacrol em animais
geneticamente hipertensos. Em nosso trabalho foi comparado o efeito do carvacrol em
animais normotensos e hipertensos e como resultado observamos uma hipotenséo e
bradicardia tanto em animais hipertensos como em normotensos. Interessantemente,
as curvas dose resposta para o carvacrol, em animais hipertensos, foram deslocadas
para a direita sem alteracdo no efeito méaximo, mostrando uma menor sensibilidade
para a resposta induzida pelo carvacrol nesses animais. Esses achados podem ser
indicativos de que a hipotensédo induzida pelo carvacrol pode ser devido a bradicardia
gue leva a diminuicdo do débito cardiaco e em parte devido a vasodilatacédo periférica
gue culmina com a diminuigdo da RVPT.

Sabendo que carvacrol perifericamente promove seu efeito relaxante por agir em
canais TRP e a literatura vem mostrando a influéncia e a presenca de canais TRP no
coracao. Investigamos a participacdo desses canais no efeito hipotensor e bradicardico
do carvacrol nos animais hipertensos e normotensos.

Para isso realizamos um protocolo no qual utilizamos vermelho de ruténio que é
um bloqueador ndo-seletivo dos canais TRPV (CLAPHAM et al., 2005). E observamos
gue apos o uso do bloqueador vermelho de ruténio houve uma diminuicdo do efeito
hipotensor e bradicardico promovido pelo carvacrol tanto em animais WKY como em
SHR. Em adicéo foi observado que em animais SHR houve um tempo maior para
promover a inibicdo semelhante ao WKY. Sugerindo que algo esta influenciando essa
diferenca na inibicio em animais SHR. Em um recente trabalho de Gao e
colaboradores (2009), eles avaliaram in vivo a agao do TRPV4 agindo na hipotensao e
nesse estudo eles descartaram a acdo antagonista do vermelho de ruténio sobre os
canais TRPV1, sugerindo que o vermelho de ruténio estava agindo na concentragédo de
3 mg/kg sobre os canais TRPV4. O canal TRPV4 é descrito na literatura agindo
promovendo um vasorelaxamento (FILOSA, 2013; BAYLIE, BRAYDEN,2011). No
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musculo liso foi observado que existe um complexo de sinalizacdo de Ca®" envolvendo
TRPV4, receptores de rianodina e canais BK., levando ao vasorelaxamento pelo
fechamento dos Cav (EARLEY et al., 2005), j& na camada endotélial quando o TRPV4
€ ativado ele pode regular a pressao arterial, ativando uma variedade de mecanismos
vasodilatadores, tais como o oxido nitrico (NO), prostaglandinas 12 (PGI2) e canais de
potassio ativados por calcio de intermediaria e pequena condutancia (IKCa / SKCa) que
medeiam a liberagdo dos fatores relaxantes derivados do endotélio (EDHF) (BAYLIE e
BRAYDEN, 2011; EARLEY e BRAYDEN, 2010), j& no nervo sensorial perivascular o
TRPV4 pode levar ha um aumento do peptideo relacionado ao gene da calcitonina e a
um vasorelaxamento. Diante dessas premissas e sabendo que a expressao do TRPV4
esta diminuida em midcitos de aorta em animais SHR, essa pode ser uma das razdes
da menor hipotensdo em animais hipertensos. Ja o efeito bradicardico deve ser melhor
investigado, avaliando se essa diminuicdo da bradicardia € por influencia da diminui¢ao
na pressao arterial ou por acéo do carvacrol sobre os cardiomidcitos.

Em seguida avaliamos a participacdo do TRPV1, coma utilizagdo de um ativador a
capsaicina. Nesses experimentos utilizamos 0s animais anestesiados, porque a
capsaicina € um agente picante e a anestesia foi necessaria para amenizar a dor. O
gue observamos quando comparamos o efeito controle de 5mg/kg de carvacrol, na
presenca da capsaicina foi uma diminuicdo do efeito hipotensor tanto em animais WKY
como em SHR. O mesmo pdde-se observar na frequéncia cardiaca onde houve uma
drastica reducéo do efeito bradicardico do carvacrol na presenca da capsaicina, tanto
em animais hipertensos como em seus controles. Efeito esse podendo ser influenciado,
pelo menos em parte, via ativagdo do TRPV1 e talvez uma dessensibilizagcdo do canal,
inibindo assim o efeito hipotensor e bradicardico do carvacrol ou mesmo uma acéo
direta no coracdo em possiveis canais TRPV1 em cardiomiécitos, inibindo a
bradicardia. Essas sao hipoteses que precisam ser mais bem investigadas. Devido a
grande gama de canais existentes nos vasos e no organismo como um todo, entretanto
esses dados sao promissores em se tratando de estudos in vivo com canais TRP.

Por fim, esses resultados em conjunto sugerem que carvacrol induz efeito
vasorelaxante em anéis de aorta de rato SHR e WKY provavelmente por inibir o influxo

de calcio por Ca, 1(tipo-L), como também por agir sobre os canais TRPV1, TRPV4,
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TRPM7, TRPM8 e TRPC1l em SHR. O efeito vasorelaxante observado pode ser
responsavel, pelo menos em parte, pelo efeito hipotensor observado nos experimentos
in vivo, podendo ser sugerido uma acao sobre TRPV4 e TRPV1. Além disso, carvacrol
apresenta atividade bradicardica, no entanto, serdo necessarios estudos adicionais
para avaliar a influéncia de carvacrol sobre esta atividade cardiaca nos animais
hipertensos e normotensos.

Desta forma esses resultados se mostram promissores e interessantes no que diz
respeito a estudos sobre o sistema cardiovascular envolvendo os canais TRP na
hipertenséo. Correlacionando a sua expressao com alteracdes na pressao sanguinea e
mostrando o efeito do carvacrol sobre esses canais, uma vez que se presta uma
grande contribuicdo a farmacologia, esperando que esses resultados possam trazer
acréscimo de informacgdes importantes para os estudos no sistema cardiovascular em

especial sobre o estado hipertensivo.



 ritinis
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7. Conclusdes

Em conclusao, o presente estudo, fazendo uso de abordagens farmacoldgicas,

moleculares, in vivo e in vitro, demonstrou que:

O RNAm dos canais TRPV1, TRPV3, TRPV4, TRPM7, TRPM8 e TRPV1 estéao
expressas em midcitos vasculares de aorta de rato WKY e que as expressdes
de TRPV1, TRPV4, TRPM7 e TRPMS8 estdo diminuidas e TRPC1l esta

aumentada em animais SHR.

Carvacrol inibiu o influxo de calcio por canais de célcio sensiveis a voltagem em

midécitos vasculares de aorta;

Carvacrol promoveu um efeito vasorelaxante de maneira dependente de
concentragdo em anéis de aorta de rato WKY e SHR e esse efeito ocorreu de

maneira independente do endotélio vascular;

Carvacrol parece atuar promovendo o vasorelaxamento em aorta de rato por
agir sobre os canais TRPV1, TRPV4, TRPM7, TRPM8 e TRPC1,;

O carvacrol promoveu hipotensédo e bradicardia em ratos normotensos e

hipertensos ndo anestesiados.

O efeito hipotensor do carvacrol sobre a pressao arterial pode ser provavelmente

por acdo sobre os canais TRPV1 e TRPVA4.
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8. Perspectivas

Avaliar o efeito do carvacrol sobre as correntes ibnicas através dos canais TRPs
em miocitos de células musculares lisas isolados de aorta de animais SHR,

utilizando técnica de “patch clamp”;

Analisar os efeitos do carvacrol na entrada capacitiva de Ca?* por canais TRPs

na aorta isolada de rato SHR.

Avaliar o tratamento oral do carvacrol e as possiveis modificacbes na PA e FC

de animais SHR e avaliar a expressao dos canais TRP nesses animais tratados;

Avaliar melhor o efeito hipotensor promovido pelo carvacrol e a influencia dos

canais TRP nessa resposta;

Avaliar a expressdo dos canais TRPs em cardiomiocitos de animais SHR e
WKY;

Investigar a atividade bradicardica promovida pelo carvacrol e a influencia dos
canais TRP nessa resposta;

Avaliar a expressdo dos canais TRP nas regifes neuroregulatorias da pressao
arterial (SFO-PVN-RVLM)
Avaliar o efeito do carvacrol sobre as areas neuroregulatérias da pressao arterial

e a possivel acdo dos canais TRP nessas respostas.
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