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RESUMO

Mecanismos envolvidos no efeito cardiovascular induzido por (-)-mirtenol em ratos
hipertensos e normotensos, José Marden Mendes Neto, Sdo Cristovao, SE, Brasil,
2020. As doencas cardiovasculares representam um grave problema de satde publica,
uma vez que sao a principal causa de morbimortalidade no mundo. A doenca hipertensiva
é o principal distarbio cardiovascular e estima-se que 1,13 bilhdes de pessoas possuam a
patologia. O tratamento farmacologico da hipertensdo apresenta algumas limitacdes
como, a inducdo de tolerancia e efeitos adversos, que favorecem o abandono do
tratamento, apenas um a cada cinco hipertensos controlam efetivamente a doenca. O
(- )- mirtenol, um monoterpeno encontrado em VAarios Oleos essenciais de plantas,
desencadeia atividade ansiolitica, antioxidante, cardioprotetora e pode apresentar efeito
anti-hipertensivo, tornando-se uma alternativa futura para o tratamento da hipertensao.
Neste sentido, objetivou-se determinar os mecanismos envolvidos no efeito
cardiovascular induzido por (-)-mirtenol em animais hipertensos (SHR) e normotensos
(RWN). Utilizou-se animais SHR e RWN de 12 — 14 semanas, 0s parametros
hemodindmicos de presséao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) foram aferidos apds
a administracdo oral e intravenosa do (-)-mirtenol, de forma aguda. A influéncia da
substancia no controle autondmico da funcédo cardiovascular foi avaliada com a utilizagédo
de hexametbnio. Com o eletrocardiograma, avaliou-se a atividade elétrica do coragao
apos a administracdo intravenosa do (-)-mirtenol. O efeito vasorrelaxante em anéis de
artéria mesentérica superior foi analisado em sistema de banho para 6rgéo isolado a 37°C.
A administracdo intravenosa do (-)-mirtenol desencadeou efeito hipotensor dependente
de dose em animais SHR e RWN (p<0,05), com maior efeito em animais hipertensos. Na
FC, em animais SHR, a substancia apresentou um efeito bifasico (p<0,05) e nos animais
RWN, ocorreu taquicardia reflexa (p<0,05). Em SHR, o blogueador ganglionar induziu
maior queda na PA nas menores doses e inibiu a hipotensdo na mais alta dose do (-)-
mirtenol (p<0,05). Em animais RWN ndo houve alteracdes no efeito hipotensor na
presenca do hexamet6nio, apenas a taquicardia reflexa foi inibida (p<0,05). Em animais
SHR, os intervalos PRi, QRS e QTc foram prolongados (p<0,05) e a amplitude da onda
R foi reduzida (p<0,05), e nos animais RWN, apenas a amplitude da onda R foi reduzida
(p<0,05). A administracdo oral do (-)-mirtenol em animais SHR desencadeou efeito
hipotensor apds 10 minutos da administracdo, semelhantemente, ao nifedipino, tal efeito
diminuiu com o tempo e a bradicardia se manteve durante as 24 horas acompanhadas. O
efeito hipotensor do (-)-mirtenol foi explicado, em parte, pela capacidade da substancia
em desencadear vasorrelaxamento em artéria mesentérica. Em animais SHR e RWN, o
(- )-mirtenol (10 -® —3x107 mol/L) desencadeou atividade vasodilatadora dependente de
concentracédo na pré-contracao induzida por fenilefrina com maior efeito em animais SHR
(p<0,05). O efeito vasorrelaxante maximo da substancia, ocorreu de modo independente
do endotélio vascular e envolveu: (I) o blogueio do influxo de célcio na musculatura lisa
via canais para Ca?* sensiveis a voltagem do tipo L, (11) a mobilizacéo de Ca?* intracelular
e (II) a diminuicdo na sensibilidade da maquinaria contratil ao ion. Nas menores
concentragfes a substancia estimulou o vasorrelaxamento dependente do endotélio via
oxido nitrico em SHR (p<0,05). Em conjunto, os resultados evidenciaram efeitos
cardiovasculares benéficos do (-)-mirtenol em animais hipertensos e normotensos,
tornando-se uma promissora alternativa para o desenvolvimento de um farmaco futuro.
Palavras-chave: Hipotenséo; Bradicardia; Eletrocardiograma; Vasodilatacgao;
Monoterpenos.



ABSTRACT

Mechanisms involved in cardiovascular effect induced by (-)-myrtenol in
hypertensive and normotensive rats, José Marden Mendes Neto, S&o Cristévao, SE,
Brazil, 2020. Cardiovascular diseases represent a serious public health problem, since
they are the main cause of morbidity and mortality in the world. Hypertensive disease is
the main cardiovascular disorder and it is estimated that 1.13 billion people have the
pathology. The pharmacological treatment of hypertension has some limitations, such as
the induction of tolerance and adverse effects, which favor the abandonment of treatment,
only one in five hypertensive patients effectively control the disease. (-)-myrtenol, a
monoterpene found in various essential oils of plants, induces anxiolytic, antioxidant,
cardioprotective activity and can have antihypertensive effect, making it a future
alternative for the treatment of hypertension. In this sense, the objective was to determine
the mechanisms involved in the cardiovascular effect induced by (-)-myrtenol in
hypertensive (SHR) and normotensive (NWR) animals. SHR and NWR animals from 12
- 14 weeks were used, the hemodynamic parameters of blood pressure (BP) and heart rate
(HR) were measured after acute and intravenous administration of (-)-myrtenol. The
influence of the substance on the autonomic control of cardiovascular function was
evaluated with the use of hexamethonium. With the electrocardiogram, the electrical
activity of the heart was evaluated after intravenous administration of (-)- mirtenol. The
vasorelaxing effect on upper mesenteric artery rings was analyzed in an organ bath system
isolated at 37 ° C. Intravenous administration of (-)-myrtenol triggered a dose-dependent
hypotensive effect in SHR and NWR animals (p<0.05), with a greater effect in
hypertensive animals. In SHR animals, the substance had a biphasic effect (p <0.05) or
HR and in NWR animals, reflex tachycardia (p<0.05) occurred. In SHR, in the presence
of the ganglionic blocker, hypotension increased at the lowest doses and decreased at the
highest dose of (-)-myrtenol (p<0.05). In NWR animals there were no changes in the
hypotensive effect in the presence of hexamethonium, only reflex tachycardia was
inhibited (p<0.05). In SHR animals, the PRi, QRS and QTc intervals were prolonged (p
<0.05) and the amplitude of the R wave reduced (p<0.05), and in NWR animals, only the
amplitude of the R wave was reduced (p<0.05). Oral administration of (-) - mirtenol in
SHR animals triggered a hypotensive effect after 10 minutes of administration, similarly
to nifedipine, this effect decreased with time and bradycardia was maintained for 24
hours. The hypotensive effect of (-) - mirtenol was explained, in part, by the substance's
ability to trigger vasorelaxation in the mesenteric artery. In SHR and NWR animals, (-)-
myrtenol (10 - 3x10 mol/L) triggered concentration-dependent vasodilator activity in
the pre-contraction induced by phenylephrine with greater effect in SHR animals
(p<0.05). The maximum vasorelaxant effect of the substance occurred independently of
the vascular endothelium and involved: (I) blocking the influx of calcium into smooth
muscle via L-type voltage-sensitive Ca2 + channels, (I1) intracellular Ca2 + mobilization
and (111) the decrease in the sensitivity of the contractile machinery to the ion. At lower
concentrations, the substance stimulated endothelium-dependent vasorelaxation via nitric
oxide in SHR (p <0.05). Together, the results showed beneficial cardiovascular effects of
(-) - mirtenol in hypertensive and normotensive animals, making it a promising alternative
for the development of a future drug.

Keywords:  Hypotension;  Bradycardia;  Eletrocardiography;  Vasodilatation;
Monoterpenes.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) representam a principal causa de
morbimortalidade no mundo e séo responsaveis pela morte de 17,9 milhdes de pessoas
anualmente (WHO, 2019). No Brasil, no ano de 2016, cerca de 31% de todas as causas de
morte foram ocasionadas por DCV. Os principais fatores de risco para o desenvolvimento
deste tipo de patologias sdo 0 aumento da expectativa de vida associado ao sedentarismo,
mé alimentacdo, consumo exacerbado de bebidas alcodlicas e fumo. Estimativas indicam
que até 2030, cerca de um quinto da populacdo mundial terd 65 anos de idade ou mais,
favorecendo a prevaléncia das DCV, as quais terdo um aumento exponencial na taxa de
incidéncia (BUNDY et al.,, 2017; COSTANTINO; PANENI; COSENTINO, 2016;
RIBEIRO, etal., 2016).

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é a principal DCV e foi responsavel por 10,5
milhdes de mortes no mundo em 2016 (LEE et al, 2018), caracteriza-se por apresentar
valores elevados e sustentados de pressao arterial sistolica (PAS) e diastdlica (PAD), acima
de 140 por 90 mmHg, para hipertensdo em estagio 1 (SBH, 2016). Quando nédo controlada,
a hipertensdo torna-se o principal fator de risco para a ocorréncia de eventos
cardiovasculares de maior gravidade, os quais poderdo ser fatais, tais como 0 acidente
vascular encefalico (AVE), doenca da artéria coronariana (DAC), infarto agudo do
miocardio (IAM), aneurisma adrtico e vasculopatias (WHELTON et al., 2018).

A terapéutica atual para o tratamento da doenca hipertensiva ocorre com a
implementacdo de medidas ndo farmacoldgicas, principalmente, mudangas no estilo de
vida do paciente, a exemplo: da pratica de atividade fisica regular, dieta hipossddica,
aumento do consumo de frutas e reducdo do etilismo. A minimizacéo de lesées em 6rgéos
alvo, principalmente, processos isquémicos, ocasionados pela manutencdo da presséo
arterial (PA) elevada é o principal objetivo do gerenciamento da terapéutica para a
hipertensdo. Nesse sentido, para muitos pacientes, as intervenc¢fes ndo farmacoldgica néo
sdo suficientes para o controle efetivo da HAS, sendo requerida a utilizagdo de um farmaco
anti-hipertensivo (CHEN, et al., 2018; LEAR et al., 2017; TAN et al., 2019).

Muitas moléculas foram identificadas e estdo disponibilizadas na clinica para o
tratamento da hipertensdo, a exemplo dos betabloqueadores, os diuréticos, bloqueadores
de canais para calcio (Ca?"), inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA),
vasodilatadores diretos e inibidores dos receptores de angiotensina (SBH, 2016). Porém

esses medicamentos estdo associados a maltiplas limitagcdes de uso, dentre elas, os efeitos



adversos e a indugéo de tolerancia que favorecem o abandono do tratamento e a dificuldade
no controle da HAS. Cerca de 30 a 60 % dos pacientes que utilizam a abordagem
medicamentosa para o tratamento da hipertensdo, ndo controlam eficazmente a doenca,
tornando-se vulneraveis a ocorréncia de eventos cardiovasculares fatais (BRAAM et al.,
2017).

Alternativas que objetivem o controle da hipertensdo e a regressdo do risco
cardiovascular tornam-se cada vez mais necessarias (CHEN, et al., 2018; DI-CHIARA et
al., 2017). A identificacdo de novas moléculas, especialmente as de origem natural, com
propriedades anti-hipertensivas favorece o desenvolvimento de novos farmacos com alta
capacidade em controlar a doenca (MENDES-NETO et al., 2019; SANTOS et al., 2018).

Entre as muitas substancias naturais, 0s monoterpenos se destacam por apresentar
grande potencial farmacoldgico, especialmente no sistema cardiovascular (BINU et al.,
2017; CRESPO et al., 2017). A administracdo de doses crescentes do monoterpeno D-
limoneno, desencadeou efeito hipotensor e bradicardico em ratos sem anestesia
(NASCIMENTO et al., 2019). Em outro estudo, o (-)-borneol um monoterpeno alcodlico
promoveu efeito vasorrelaxante dependente de concentracédo por ativar vias de sinalizacéo
dependentes do endotélio vascular (SANTOS, et al., 2019)

O (-)-mirtenol (C10H160), um monoterpeno alcéolico (peso molecular de 150,23),
encontrado no Oleo essencial da Myrtus communis L. (Myrtaceae) apresenta maltiplas
atividades bioldgicas ja reportadas, a exemplo, de efeito ansiolitico em ratos (MOREIRA,
et al., 2014), atividade anti-inflamatoria (VIANA, et al., 2019), acdo antibiotica
(SELVARAIJ et al., 2019), protecdo da mucosa gastrica (VIANA, et al., 2019; VIANA, et
al., 2016) e, ainda, desencadeia uma resposta cardioprotetora em modelo de isquemia e
reperfusdo cardiaca (BRITTO et al., 2018).

Os efeitos bioldgicos benéficos, apresentados pelo (-)-mirtenol no tratamento dos
modelos de experimentacdo animal para o estudo das doencas, agregam a este
monoterpeno um potencial farmacoldgico. As propriedades cardioprotetoras, tanto na
prevencgéo de alteragdes na forcga ventricular quanto na capacidade de reverter lesdes na
atividade elétrica do coracdo em modelo de isquemia global cardiaco seguida de
reperfusdo, sugerem que esta molécula pode apresentar efeitos positivos na doenca
hipertensiva. Deste modo, investigar a atividade cardiovascular desta molécula é de grande

importancia, especialmente em animais com hipertensao essencial.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 ESTRUTURA E MECANISMO DE CONTRATILIDADE DAS CELULAS
MUSCULARES LISAS VASCULARES (CMLYV)

A musculatura lisa recebe essa denominagéo por ndo apresentar as estriagdes na sua
estrutura, é responsavel por revestir a parede de multiplos 6rgéos e estruturas dos sistemas
bioldgicos, a exemplo do intestino, do estbmago, da bexiga, das vias aéreas e esta presente
em estruturas tubulares, como os vasos sanguineos e ureteres. As células do musculo liso
apresentam estrutura fusiforme e podem se organizar em um arranjo unitario, no qual, as
juncbes gap, que permitem a passagem de ATP e ions, mantém as células unidas nas
multiplas camadas de tecido muscular, formando um sincicio, o que torna a resposta destas
células a despolarizacdo, coordenada (MAJESKY, 2016; SOMLYO; SIEGMAN, 2012;
TASIAN; CUNHA; BASKIN, 2017) (Fig. 1).

Multiplos aspectos distinguem as CMLYV das células da musculatura esquelética e
dos midcitos cardiacos, dentre os quais destacam-se, (1) o tamanho celular, as CMLYV séo
menores que as células dos demais tipos musculares; (2) o citoplasma da musculatura lisa
apresenta aspecto homogéneo na microscopia em funcdo da auséncia, nestas células, da
organizacdo das proteinas contrateis em sarcomeros, os filamentos de actina e miosina
estdo distribuidos por todo o citoplasma e (3) resposta lenta a contracdo (tesdo) e
relaxamento, a geracdo de forca nas CMLV é mais lenta (FEHER, 2017; POLLARD,
EARNSHAW, 2017).

As CMLV ndo apresentam juncdes neuromusculares, em contrapartida, as
terminacdes nervosas formam varicosidades contendo neurotransmissores que Sao
liberados e interagem com receptores localizados na membrana destas células. Séo
identificadas pequenas invagina¢fes na membrana plasmaética, semelhante as encontradas
nos cardiomidcitos, denominadas cavéolas, que aumentam a superficie da célula. Neste
micro ambiente existe uma maior concentracdo de Ca?*, o que é fundamental durante a
contratilidade das CMLV (FEHER, 2012, FEHER 2017).

Os filamentos de miosina encontrados nas CMLV sao filamentos da classe I,
também denominados de filamentos grossos e sao dispostos, paralelamente, por filamentos

finos, compostos pelas proteinas globulares de actina em filamentos (F-actina), a



tropomiosina e duas proteinas com funcgdo regulatoria, a calponina (CAP) e a caldesmon
(CAD). Os filamentos finos estdo dispostos obliqguamente no citoplasma da célula, com
uma de suas terminacdes ligada a estruturas na membrana plasmatica, denominadas de
placas densas e a outra terminacdo esta associada a estruturas no citoplasma, 0s corpos
densos, ambas estruturas formadas por proteinas (POLLARD; EARNSHAW; 2017)

(Fig.2).

Filamentos contrateis
Vesiculas com neurotransmissores

Corpos densos Fibra autonémica ; .
Reticulo sarcoplasmatico

Juncdes Gap
Varicosidades

Areas densas de membrana /

Caveéola

Figura 1. Estrutura morfoldgica das células musculares lisas. As células musculares
lisas vasculares (CMLV) apresentam estrutura citolégica propria, possuem um Unico
nucleo localizado no centro da célula, os filamentos finos de contragdo estdo ancorados em
corpos densos no citoplasma e nas areas densas na membrana plasmatica. Esse tipo de
célula ndo possui juncbes neuromusculares, porém, as fibras autondmicas se dispdem na
superficie do tecido, formando as varicosidades. A membrana plasmética possui pequenas
invaginacdes, denominadas de cavéolas, que possuem alta concentracio de Ca?*, essencial
no processo de contracdo celular. Fonte: adaptado de FEHER, 2012.

Alguns estimulos favorecem a contratilidade das CMLYV, dentre eles, a ativacéo de
receptores localizados na membrana das células, a abertura de canais i6nicos sensiveis ao
estiramento e a despolarizagdo da membrana com posterior abertura de canais para Ca?*
sensiveis a voltagem (WEBB, 2003). A resposta de contracdo da musculatura lisa é

mediada pela interacdo entre os filamentos grossos (miosina) e finos (actina) a partir da



atividade da proteina quinase das cadeias leves de miosina (MLCK) (TOUYZ et al.,
2018a).

Placa densa na
membrana plasmatica

L Corpo denso no
,/r,;'»!/ citoplasma

; / Filamento de
j miosina

Filamento de

Fi} .
/ actina

Figura 2. Esquema representativo da organizagdo citologica dos midcitos lisos com
evidéncia as estruturas contrateis. As células musculares lisas vasculares sao células que
possuem estrutura fusiforme com os filamentos de actina (filamentos finos) e miosina da
classe Il (filamentos grossos) distribuidos por todo o citoplasma, obliqguamente. No detalhe
aproximado, observa-se que os filamentos finos de actina possuem uma das pontas
anexadas as placas densas localizadas na membrana plasmatica das CMLYV e a outra ponta
esta presa nos corpos densos, localizados no citoplasma destas células. Os filamentos de
miosina estdo localizados entre os filamentos de actina. Adaptado de (POLLARD;
EARNSHAW, 2017).

Os filamentos de miosina compreendem uma superfamilia de proteinas que
interagem com os filamentos de actina e promovem a contracdo (geracdo de forca)
muscular com a utilizagdo de energia proveniente da hidrolise do ATP (DASBISWAS et
al., 2018). Cerca de 30 classes de miosina ja foram identificadas, as proteinas pertencentes
a classe 11, encontradas na musculatura esquelética, cardiaca e lisa, séo constituidas por
seis subunidades, duas cadeias pesadas de 230 kDa, que formam a estrutura caudal da
proteina em a-hélice e o dominio motor, formado pelas cabecas globulares, as quais
possuem o sitio de ligacdo para a actina e o sitio de hidrolise do ATP. O filamento de

miosina também é formado por dois pares de cadeia leves com tamanho de 20 kDa (MLCxo)



e 17 kDa (MLC17) (ALLEN; WALSH, 1994; SOMLYO; SIEGMAN, 2012) (Fig. 3 e 4).
Apos a fosforilagdo da MLCyo ocorrerd formacdo de pontes cruzadas entre os filamentos
de actina e miosina com posterior contracdo (DASBISWAS et al., 2018; EDDINGER,;
MEER, 2007).

O modelo de pontes cruzadas foi inicialmente proposto em 1971 por Lynn e Taylor,
no qual, a actina foi descrita como um fator de troca de nucleotideos dos filamentos de
miosina, apos a fosforilagdo da cadeia leve. Na auséncia de nucleotideos, a actina
permanece fortemente ligada a miosina, ja na presenca do ATP, as pontes cruzadas entre
os filamentos sdo desfeitas e voltam a se formar apds a hidrdlise do ATP em ADP + Pi
(fosfato inorganico) (Fig. 4). Apesar de existir a formacdo das pontes entre os filamentos
de actina e miosina apds a hidrolise do ATP em ADP e Pi, a ligacdo é do tipo fraca, sendo
necessario a auséncia total de nucleotideos para o fortalecimento das pontes cruzadas e a
geracéo de forca (HOLMES GREVES 2000).

Relaxamento
Cabecas globulares
Cadeias leves e . ~
com sitio de ligacao
para actina e sitio de
Molécula de miosina . ~
ligacao ao ATP
Caudas
ATP Cabecas
MLCK MLCP
Quinase da cadeia leve de miosina Fosfatase da cadeia leve de miosina
P
ADP
P
Cabecas
Contracao

Figura 3. Mecanismo de fosforilacéo e desfosforilacao das cadeias leves de miosina de
20 kDa. A miosina é um filamento complexo, formado por 6 subunidades, duas cadeias
pesadas e dois pares de cadeias leves. A MLCK, quinase das cadeias leves de miosina
promove a fosforilagdo das cadeias leves (MLC2o), permitindo a formacdo das pontes
cruzadas pela ligacdo entre as cabecas globulares de miosina e os filamentos de actina, com
hidrolise de ATP. Fonte: adaptado de FEHER, 2017.



Os filamentos de actina, também denominados de filamentos finos, sdo expressos
em quatro isoformas na musculatura lisa, acredita-se que apenas a alfa-actina e a gama-
actina estejam envolvidas na contratilidade (CHACKO; LONGHURST, 1994; SOMLYO;
SIEGMAN, 2012). Os filamentos finos sdo estruturas em helice formada pela
polimerizacdo de moléculas de actina globular e estéo associados a outras proteinas como
a caldesmon, calponina e a tropomiosina, com algumas funcdes especificas. A proteina
caldesmon (CAD) possui massa molecular de 90 kDa, € uma proteina de ligacdo ao
filamento de actina e calmodulina e estd envolvida na inibicdo da interacdo entre os
filamentos de actina e miosina na contracdo da musculatura lisa (WANG, 2001). A
calponina é uma proteina de 35 kDa, presente nos filamentos de actina, quando a proteina
estd desfosforilada, torna-se ativa, liga-se a actina e inibe a atividade da miosina ATPase
(CARMICHAEL et al., 1994; GERTHOFFER; POHL, 1994).

Cabecas Globulares

S Pi Pig—=

Sitio de hidrolise do ATP

’ ™~ Sitio de ligagdo a actina

Ligagdo entre miosina e actina

i &

F-actina Miosina

Figura 4. Esquema representativo da interacdo entre os filamentos de actina e miosina
apos a fosforilacdo da cadeia leve de miosina regulatéria (MLCx). Para que ocorra a
interacdo entre os filamentos de actina é necessario a fosforilacdo da cadeia leve regulatéria
(MLCy0) pela enzima quinase das cadeias leves de miosina (MLCK), com isso, ocorre a
formacdo de pontes cruzadas entre os filamentos de actina (F-actina) e miosina, apds a
hidrélise de ATP (ADP+Pi) nas cabecas globulares, localizadas no dominio motor. Cadeia
leve de miosina de 17 kDa (MLCa7). Adaptado de Mahn e colaboradores (2010).




2.1.1 Mecanismo de contratilidade dependente do aumento da concentracéo de Ca?*

A contracdo das CMLV é controlada, principalmente, pelo aumento da
concentracio de Ca?* no citoplasma. No repouso, 140 nmol/L é a concentrago intracelular
de Ca?*, esse nimero podera alcancar os valores de 500-700 nmol/L na presenca de

estimulos que promovam a contracao da musculatura lisa (ALLEN; WALSH, 1994).

Moléculas vasoconstrictoras, a exemplo da fenilefrina (FEN), ativam um receptor
do tipo GPCR acoplado a proteina G tipo ¢, cuja via de sinalizacao envolve a ativacdo da
enzima fosfolipase C (PLCP) responsavel pela hidrolise do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
(PIP2), um fosfolipidio da membrana, em dois segundos mensageiros, o diacilglicerol
(DAG) e o inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). O IP3 ativa um receptor (IP3R) no reticulo
sarcoplasmatico (RS) e promove mobilizagdo de Ca?* deste estoque para o citoplasma,
aumentando a concentragdo deste fon. O Ca®* estimula a migragdo da PKC (proteina
quinase C) do citoplasma para a membrana a qual se tornara ativa com a ligacdo ao DAG
(AKATA, 2007).

A PKC é uma proteina quinase que se estrutura em um dominio regulatério
N- terminal e um dominio catalitico C-terminal, possui quatro regides, C1, C2, C3 e C4,
que ndo variam entre as isoformas. As regides C1 e C2 se localizam no dominio N- terminal
regulatério e as demais regies (C3 e C4) no dominio catalitico. Em artéria mesentérica de
ratos, a PKC existente nas CMLV possui peso molecular de 74 kDa e se encontra inativada
no citoplasma por meio de uma ligacdo a um pseudo-substrato no dominio regulatério,
regido C4, que mantém a proteina em uma conformacao inativa. O aumento concentracdo
de Ca?* favorece a ligacdo deste ion a regido C2 da PKC estimulando o seu deslocamento
para a membrana onde se liga, pela regido C1, ao DAG tornando-se ativa (RINGVOLD;
KHALIL, 2017).

A via de sinalizacdo estimulada pela PKC (Fig. 5) desencadeia o aumento do
influxo de Ca?* por meio da ativacéo de alguns canais na membrana plasmatica, como, 0s
canais sensiveis a voltagem (Cav), os operados por estoque (SOC) e os ativados por
receptor (ROC) (TOUY?Z et al., 2018). A elevagdo na concentracdo de Ca?* possibilita a
ligacdo deste ion a calmodulina (CAM), uma proteina pequena de 16,7 kDa que possui
quatro sitios de ligagdo ao Ca?* (KOLEDOVA; KHALIL, 2006). A formacéo do complexo
de ligacdo 4Ca?*- CAM desencadeia uma mudanca conformacional na proteina quinase da



cadeia leve de miosina (MLCK), a qual torna-se ativa e fosforila o residuo Ser-19 da cadeia
leve de miosina (MLC2o) que promove a formacao de pontes cruzadas entre os filamentos
de actina e miosina, conforme descrito anteriormente, possibilitando a contracao
(PFITZER, 2001).
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Figura 5. Representacdo esquematica da contracdo das células musculares lisas
vasculares com a estimulacdo do aumento da concentracéo intracelular de Ca?*. A
ligacdo de um agonista ao receptor de membrana tipo GPCR acoplado a proteina Gq
desencadeia a ativacdo da fosfolipase C (PLCPB) responsavel pela hidrolise do
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5 trifosfato
(IP3). A ativagdo do receptor sensivel ao IPz 0 IPsR no reticulo sarcoplasmatico (RS),
promove a mobilizacdo do célcio deste estoque, que aumenta sua concentragdo no
citoplasma e liga-se a PKC, favorecendo o deslocamento desta proteina quinase para a
membrana onde sera ativada pelo diacilglicerol (DAG). A PKC ativa a contragdo das
celulas musculares lisas vasculares (CMLV) por meio da ativagdo do influxo de célcio via
estimulacdo da abertura dos canais sensiveis a voltagem (Cav), dos canais sensiveis ao
estoque de célcio (SOC) e dos canais sensiveis a receptor (ROC), quatro ions calcio irdo se
ligar a calmodulina (CAM) formando um complexo com posterior ligacdo e ativagédo da
quinase das cadeias leves de miosina (MLCK), que ira fosforilar as cadeias leves de
miosina e promover contragdo. A PKC também fosforila diretamente a proteina calponina
(CAP) nos filamentos finos e assim promove contracao por inibicdo da acao desta proteina.
De forma similar, a ativacdo da quinase ativada por mitégeno (MAPK) também promove
a fosforilacdo da proteina caldesmon (CAD), que tambeém estd presente nos filamentos
finos, e posterior contragdo, uma vez que ao ser fosforilada a caldemon é inibida
(HYNYNEN; KHALIL, 2006). Fonte: proprio autor.
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A PKC também promove a contragcdo por fosforilar diretamente a proteina
calponina, presente nos filamentos de actina, que normalmente iria inibir a miosina ATPase
e consequentemente a contracdo. Também foi descrito que a PKC promove aumento da
contracdo das CMLV por meio do estimulo da fosforilagdo da proteina caldesmon via
MAPK (proteina quinase ativada por mitdgeno), acredita-se que a PKC estimula o
deslocamento do citoplasma para a membrana das proteinas quinases MEK e MAPK que
formardo um complexo seguido de fosforilagdo da MEK pela PKC e posteriormente
fosforilacdo da MAPK pela MEK. A MAPK ativada, fosforila a caldesmon nos filamentos
finos e inibe a atividade desta proteina, que normalmente iria inibir a atividade da miosina
ATPase (RINGVOLD; KHALIL, 2017).

2.1.2 Mecanismo de contratilidade em baixa concentracdo de Ca?*

A contragdo das CMLV podera ocorrer em baixa concentracdo de Ca?* por um
mecanismo denominado de sensibilizacio ao Ca?* (Fig. 6), que ocorre por meio da inibicio
da atividade da proteina denominada de fosfatase da cadeia leve de miosina (MLCP)
(KUO; EHRLICH, 2015). Fisiologicamente, a atividade da MLCP promove a
desfosforilagdo da MLCxo e inibicdo da contragdo muscular lisa. Vias de sinalizacdo que
regulem a atividade da MLCP favorecem a contracdo ao inibirem a desfosforilacdo da
MLC>o, sendo este 0 mecanismo que promove a contracdo das CMLV na concentragdo
transiente de Ca?*. Duas vias de sinalizagdo, ao serem ativadas, promovem a inibicdo da
MLCP e esto envolvidas na sensibilizagdo ao Ca®*, uma delas é a DAG-PKC, estimulada
pela interacdo de um agonista com o receptor acoplado a proteina G, e a outra, é a via
RhoA/ROCK, que pode ser ativada pela proteina Goiziz (KUO; EHRLICH, 2015;
SOMLYQ; SOMLYO, 2003).

A fosfatase MLCP é uma enzima que se estrutura em trés subunidades, uma
catalitica de 38 kDa, uma subunidade regulatéria de 110 a 130 kDa denominada de MYPT1
e uma terceira subunidade de 20 kDa (HIRANO; HIRANO; KANAIDE, 2004). A
atividade desta fosfatase € inibida por uma proteina de 17 kDa, a CPI-17 cuja fosforilacéo
é estimulada pela PKC (RINGVOLD; KHALIL, 2017a). Outra via de inibi¢ao da atividade
da MLCP ocorre com a atividade da RhoA/ROCK, a RhoA é uma pequena proteina com
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peso molecular de 20 kDa, pertencente a familia das GTPases monoméricas, que
permanece inativada no citoplasma, formando o complexo GDP-RhoA-GDI até que 0s
fatores de troca de nucleotideos de guanina (GEFs) catalisem a ativacdo da RhoA-GTP que
sera deslocada para a membrana plasmatica onde ativa a ROCK (CAl; LI; ZHOU, 2016;
SOMLYQ; SOMLYO, 2003).

A ROCK ¢ uma proteina quinase que sofre uma mudanca conformacional a partir
da ligacdo com a RhoA-GTP, essa alteracdo na conformacao permite a ativagéo da proteina
por autofosforilacdo. A ROCK ativa promove a inibicdo da atividade da MLCP por meio
da fosforilagdo do dominio regulatério MYPT1 causando a sensibilizagdo ao Ca?* da
maquinaria contratil e contracdo das CMLV (PFITZER, 2001; SOMLYO; SOMLYO,
2003).
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Figura 6. Representacdo esquematica da contracdo das células musculares lisas vasculares
por meio da sensibilizagdo ao Ca?**. As CMLYV poderéo contrair em baixa concentracdo de Ca?
por um mecanismo de sensibilizacdo a este fon. A inibigdo da enzima fosfatase das cadeias leves
de miosina (MLCP) leva a inativacio da desfosforilagdo de tais cadeias permitindo a contracdo
celular. Duas vias de sinalizagdo atuam neste processo, a principal delas € a via RhoA/ROCK, cuja
a ativacdo ocorre por meio da interacdo entre um agonista e o receptor de membrana acoplado a
proteina G213 que ativa os fatores de troca de nucleotideos de guanina (GEFs), promovendo a troca
do GDP por GTP ativando a RhoA-GTP que serd fixada na membrana onde se ligara a proteina
quinase ROCK, a ligacdo entre a RhoA-GTP e ROCK promove uma alteragdo conformacional
nesta Ultima que se autofosforila. A ROCK ativada ir4 fosforilar a subunidade regulatéria, o
MYPT1 da MCLP, além de estimular o CPI-17 que também promovera a inibigdo da MLCP. A
proteina quinase C (PKC), promove inibicdo da MCLP por meio da fosforilagdo da proteina CIP-
17 (PORRAS-GONZALEZ et al., 2017). Fonte: proprio autor
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22.PAPEL DO ENDOTELIO VASCULAR NO VASORRELAXAMENTO
ARTERIAL

As células endoteliais constituem uma monocamada de tecido epitelial que reveste
a luz dos vasos sanguineos e linfaticos. Na parede arterial formam a tunica intima que esta
justaposta com as CMLYV adjacentes, as quais, compdem a tinica méedia destes vasos (LOH
et al., 2018; WONG et al., 2017).

No passado, acreditava-se que a funcdo endotelial estava restrita apenas as de
manter a estrutura vascular, permitir a passagem de micromoléculas do sangue para 0
intersticio e a manutencao da fluidez sanguinea no compartimento vascular (HIGASHI,

2015). Desse modo, pouca importancia foi dada a funcionalidade do endotélio.

Atualmente tem sido demonstrado que o endotélio apresenta maltiplas funcdes,
indicando que o mesmo é um érgdo dinamico e estruturalmente complexo. O endotélio
vascular participa de vérias fungbes no sistema cardiovascular, como por exemplo,
estimulacdo da angiogénese, controle da proliferacho das CMLV, homeostase e
coagulacdo, manutencao da perfusdo tecidual e modulacéo do estado de contratilidade das
CMLV (JOURDE-CHICHE et al., 2019).

Estruturalmente, a membrana plasmatica das células endoteliais (CE) apresenta
microdominios especializados, essenciais nas respostas celulares por agruparem canais
ibnicos e outras proteinas envolvidas em vias de sinalizacdo. Estas estruturas sdo
invaginagdes de membrana, denominadas de cavéolas, as quais sao amplamente expressas
nestas células, ocorrendo em um ndmero de 80 por cada um na membrana plasmaética das
CE (GRATTON; BERNATCHEZ; SESSA, 2004; LEO et al., 2020a). Identificadas ha
mais de 50 anos, a partir do melhoramento de técnicas de microscopia, as cavéolas sdo
invaginagdes circulares, semelhantes a balGes, que podem medir de 50 - 100 nm de
didmetro, possuem lipidios especificos (colesterol e esfingolipidios) e a caveolina, como
principal proteina. Existem seis isoformas da caveolina (tipo la, 1B, 2a, 2B, 2y e 3).
Acredita-se que isoforma 1 (Cav-1) e a isoforma 3 (Cav-3) sdo proteinas essenciais para a
estrutura e formagéo das cavéolas, ja a isoforma 2 (Cav-2) esta associada com a Cav-1,
participando da estruturacdo do microdominio, porém nao € essencialmente necessaria. A

Cav-1 esta envolvida com a ligacdo e inativacdo da enzima sintase de NO, isoforma
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endotelial (eNOS), que em resposta ao atrito causado pelo fluxo sanguineo, a tensdo de
cisalhamento na parede arterial, desprende-se da enzima que podera ser ativada e produzir
NO (LEO et al., 2020b). A isoforma 3 (Cav- 3) esta presente, predominantemente, em
células musculares, especialmente na musculatura lisa vascular e no tecido cardiaco, como
ja reportado, fornecendo estruturacdo as caveolas nestes tecidos (FILIPPINI; SICA;
D’ALESSIO, 2018; RESNICK et al., 2003; STAN, 2002).

O endotélio vascular modula o estado de contratilidade das CMLV por sintetizar e
liberar moléculas que irdo desencadear vasodilatacdo ou vasoconstricdo, os quais irdo
ativar sitios de ligacdo especificos nas células musculares lisas que compdem a tdnica
média arterial. As moléculas que causam vasorrelaxamento sdo denominadas de fatores
relaxantes derivados do endotélio (EDRFs) e sdo principalmente, o 6xido nitrico (NO) e a
prostaciclina (PGl.). Recentemente o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF)
e o sulfeto de hidrogénio (H2S) também foram considerados como EDRFs (LOH et al.,
2018).

v Oxido Nitrico

O NO é uma molécula gasosa soluvel envolvida em multiplos processos biologicos,
sendo sintetizado em células endoteliais (CE), neuronais e do sistema imunoldgico pela
atividade da enzima sintase de NO (NOS). Existem trés isoformas diferentes das NOS, a
eNOS com massa molecular de 133 kDa, foi a primeira isoforma descrita em CE, a nNOS
de massa molecular de 161 kDa, predominantemente encontrada no tecido neuronal, sdo
as duas isoformas expressas de maneira constitutiva e a iNOS com 130 kDa de massa
molecular, que ¢ ativada principalmente no processo inflamatério (AHMAD et al., 2018;
ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001; GARCIA; STEIN, 2006).

A estimulacéo da producdo de NO promove mdltiplos efeitos benéficos em modelos
experimentais, especialmente no sistema cardiovascular, como por exemplo, atividade
anti-hipertréfica em animais com hipertrofia ventricular esquerda (HVE), efeito
cardioprotetor nas lesdes de isquemia e reperfusdo e efeito modulador do ténus vascular
das CMLV causando vasorrelaxamento (JUGDUTT, 2002; PALMER; ASHTON;
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MONCADA, 1988; SIMKO; SIMKO, 2000; TOTZECK; HENDGEN-COTTA; RASSAF,
2017).

Os efeitos do NO no sistema cardiovascular ocorrem mediante ativacdo de duas
vias de sinalizagdo distintas, na primeira delas, a molécula de NO pode desencadear o
processo de S-nitrosilagdo de proteinas, o qual consiste na ligagdo entre 0 NO e um atomo
de enxofre do residuo de cisteina para formar um S-nitrositiol, esse processo é responsavel
por modificar a atividade e estabilidade da proteina (LEE et al., 2012). Por exemplo, o NO
pode inibir a condutancia e o estado de abertura dos canais para Ca?* sensiveis a voltagem
do tipo L no coracdo, por meio da S-nitrosilagdo, e consequentemente, promover reducéo
da contratilidade miocéardica (GONZALEZ et al., 2009).

O NO também ativa a enzima ciclase de guanilil soltvel (CGs) que se localiza no
citoplasma das CMLV. A CGs é uma proteina estruturada em duas subunidades
homologas, al e B1, a regido C-terminal de ambas se combinam para formar o dominio
catalitico heterodimérico e na presenca da ligacdo do NO ao grupamento heme na
subunidade PB1, ocorre uma mudanga conformacional que desencadeia a ativacdo do
dominio catalitico promovendo a producdo do monofosfato de guanosina ciclico (GMPc)
a partir do trifosfato de guanosina (GTP) (DASGUPTA et al., 2015; POTTER, 2011).

O GMPc é um segundo mensageiro responsavel por ativar a proteina quinase G
(PKG), que na musculatura lisa vascular desencadeia vasorrelaxamento por reduzir a
concentracdo intracelular do Ca?*. A PKG fosforila a fosfolamban aumentando a
recaptacio de Ca?* para o RS por meio da desinibicdo da SERCA, estimula a
hiperpolarizagdo da membrana, por meio da abertura dos canais para K* sensiveis ao Ca*
de grande condutincia (BKca) e consequentemente fechamento dos canais para Ca2*
sensiveis a voltagem (Fig. 7) (FARAH; MICHEL; BALLIGAND, 2018).
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Figura 7. Esquema representativo da modulacéo do estado de contratilidade das células musculares
lisas vasculares, por meio do endotélio vascular. Na parte superior, demonstra-se a célula endotelial (CE),
a qual sintetiza e libera multiplas moléculas responsaveis pela modulacdo do tbnus vascular. No
vasorrelaxamento, com o aumento da [Ca?*]i, estimulada pela interagdo entre um receptor da membrana
plasmatica e um agonista, por exemplo a acetilcolina e o receptor Ms, ocorre a formagéo do complexo 4Ca?*-
CAM (ligagdo de quatro ions Ca?* com a proteina calmodulina) e posterior ativagdo da NOS que sintetiza
NO a partir do aminoacido L-arginina, na presenca de O, (oxigénio molecular), utilizando como fonte de
energia 0 NADPH (nicotinamida dinucleotideo fosfato). O NO difunde-se pelas membranas da CE e nas
CMLYV promove ativacdo do efluxo de K* por meio da S- nitrosilacdo dos canais BKc,, além de se ligar a
ciclase de guanilil soldvel (CGs), uma enzima que produz GMPc a partir de GTP, 0 GMPc é um segundo
mensageiro que ativa a proteina quinase G (PKG) que desencadeia vasorrelaxamento por aumentar a
recaptacdo de Ca?* para o RS por fosforilacdo da fosfolamban e ativacdo da Ca?*ATPase do RS (SERCA) e
promove a inibicdo do influxo de Ca?* via canais para Ca?* tipo L. Outro mecanismo que desencadeia
vasorrelaxamento é a sintese de PGIl, formada a partir da clivagem do &cido araquidénico (AA) pela agdo
enzimatica da sintase de prostaciclina (PGIs) a partir da prostaglandina H, (PGH>) no endotélio. A ativacao
do receptor IP nas CMLV estimulado pela PGI, desencadeia a ativacdo da ciclase de adenilil (AC) que
promove a producdo de AMPc a partir do ATP, o AMPc é um segundo mensageiro que ativa uma proteina
quinase denominada de PKA. PKA causa vasodilatagdo por ativar multiplos mecanismos, um deles é a
fosforilacdo da RhoA no residuo Serl88, translocando a proteina para o citoplasma de modo a inibir a
ativagdo da proteina quinase ROCK que iria estimular a contracdo das CMLV. A PKA também ativa o efluxo
de K*, hiperpolarizando a membrana plasmatica, e assim inibe o influxo de Ca?*. As jungGes mioendoteliais
estdo implicadas no vasorrelaxamento por promoverem a comunicacao entre a CE e a CMLYV, estas jungdes
possibilitam a passagem de ions e pequenas moléculas e podem transferir o potencial de membrana do
endotélio para a musculatura lisa adjacente. Os canais para K* de baixa e intermediaria condutancia, SKca e
IKca, respectivamente, sdo ativados pelo aumento da [Ca?*]i e desencadeiam o efluxo de K* que se acumula
na face intercelular (entre a célula endotelial e a musculatura lisa vascular), o aumento da concentracéo de
K* aumenta a atividade da bomba Na*/K* ATPase com acimulo de K* no citoplasma das CMLV, esse ion
ativard os canais para potassio retificadores internos (Kir) que promoverao o efluxo de K*, consequentemente
hiperpolarizacdo da membrana das CMLV e assim contribuem para o vasorrelaxamento (MURTHY, 2006;
PFITZER, 2001; ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015) Fonte: proprio autor.
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O NO é sintetizado pela eNOS, primeira isoforma identificada nas células
endoteliais vasculares. A forma ativa para a sintese de NO pela enzima é a estruturacéo em
dimeros promovida pelo ion zinco, que estabiliza as duas unidades monoméricas
(ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001; SULLIVAN; POLLOCK, 2003) (Fig. 8).

Nesta conformacdo, observa-se a existéncia de duas regides distintas na proteina,
um dominio redutase (C-terminal) e um dominio oxigenase (N-terminal), de 74 e 102 kDa
de massa molecular, respectivamente. Alguns cofatores sdo essenciais para a sintese de
NO, séo eles, a tetrahidrobiopterina (BH4), a flavina adenina dinucleotideo (FAD), o
mononucleotideo de flavina (FMN) e o ferro protoporfirina 1X (heme). O dominio
oxigenase possui sitios de ligacdo para o BHs, a L-arginina, e o heme, ja no dominio
redutase ha sitios de ligacdo para FMN, o FAD e a nicotinamida adenina dinucleotideo
(NADPH) (FLEMING, 2010; FORSTERMANN; SESSA, 2012).

A sintese de NO ocorre ap6s elevacdo da concentragdo intracelular de Ca?* e
formagdo do complexo 4Ca?*- CAM que estimula a liberagdo dos mondmeros ligados a
CAV-1 nas cavéolas e formagdo da estrutura em dimero. O complexo 4Ca?*- CAM facilita
a transferéncia de elétrons do NADPH para as flavinas e destas para o grupo heme férrico
(Fe**) o qual se liga ao oxgénio molecular e entdo se oxida a Fe?* (heme ferroso), no
dominio oxigenase, que catalisa a conversao do aminoacido L-arginina e Oz em L-citrulina,
com a liberacdo de NO (FORSTERMANN; SESSA, 2012; POULOS; LI, 2017).

As reacOes de sintese de NO ocorrem no dominio oxigenasse, mais precisamente
no grupo heme e caracterizam-se em duas reagdes consecutivas, inicialmente o aminoécido
L-arginina é hidroxilado em N®-hidroxi-L-Arginina (NOHA) que posteriormente é
convertida em L-citrulina com liberacdo de NO, em ambas as reacdes a fonte de elétrons é
0 NADPH e ocorrem na presenga do O (ROUSSEAU et al., 2005) (Fig. 9).
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Figura 8. Esquema representativo da estrutura molecular das sintases de 6xido
nitrico (NOS) e producéo de éxido nitrico (NO). As enzimas sintases de Oxido nitrico
apresentam homologia em cerca de 50-60% na estrutura entre as isoformas. A isoforma
endotelial eNOS é mais expressa no endotélio vascular e se encontra nas cavéolas ligadas
a caveolina 1 (CAV-1) em unidades monoméricas, esta ligagdo inibe a interacdo entre a
calmodulina e a eNOS em baixa concentracdo de Ca?*. Para a sintese de NO & essencial a
formacdo dimérica entre duas subunidades monoméricas, essa conformacao é estimulada
pelo complexo 4Ca?*- calmodulina que promove o desligamento entre os monémeros da
eNOS com a CAV-1 e, posteriormente, a formacdo da estrutura em dimero estabilizado
pelo ion zinco (Zn). No dimero, dois dominios sdo identificados, o dominio redutase, onde
se ligam os cofatores flavina adenina dinucleotideo (FAD), 0 mononucleotideo de flavina
(FMN) e h& a transferéncia de elétrons da nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH)
para as flavinas. Os elétrons sdo transferidos para o gupo heme férrico (Fe**) que se liga
ao oxigénio molecular (O2), ha a formagéo do heme ferroso (Fe?*) — dioxido, que nesta fase
se liga ao substrato L-arginina (L-Arg) e o cofator (BH4), posteriormente ha a sintese de
NO e do aminoacido L-citrulina (L-Cit). O acido ascorbico (AscH) pode reduzir a
trihidrobiopterina (BH3) e formar o cofator tetrahidrobiopterina (BHs) (FLEMING, 2010).
Fonte: adaptado de Forstermann; Sessa (2012).
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Figura 9. Representacao esquematica das reacdes para a sintese de éxido nitrico (NO)
catalisada pela sintase de oxido nitrico (NOS). Inicialmente o aminoécido L-Arginina
sofre hidroxilacéo e é convertida em N-hidroxi-L-Arginina (NOHA) com a utilizacdo de
dois elétrons do NADPH e uma molécula de O,. Na segunda reacdo, a NOHA é convertida
em L-Citrulina também com a utilizacdo de um elétron do NADPH na presenca de Oz, com
liberagdo de NO. Fonte: adaptado de ROUSSEAU et al., 2005

v' Prostaciclina (PGl2)

As primeiras analises sobre a participacdo da PGI2 na reducdo da contratilidade
vascular induzindo vasorrelaxamento ocorreram com a utilizacéo de preparacdes contendo
artéria coronaria e posteriormente aorta, publicados por Dusting e colaboradores (1977) e
Gryglewski e colaboradores (1986).

A sintese de PGI> ocorre no endotélio a partir da atividade enzimatica da sintase de
prostaciclina (PGIS), uma enzima pertencente a superfamilia do citocromo P450 (L1, et al.,
2008). Esta enzima catalisa a conversédo da prostaglandina H> (PGH>), proveniente da acéo
da ciclo-oxigenase (COX) sobre o acido araquiddnico (AA), em PGl,. Para a sintese de
PGl é necessario a producdo de AA na célula endotelial, o qual é sintetizado a partir da
clivagem de fosfolipidios de membrana plasmatica pela atividade da enzima PLA: e
também por meio da hidrolise do DAG, pela enzima lipase de diacilglicerol que o

convertem em um percussor do AA, o 2-araquidonilglicerol (REISENBERG et al., 2012).
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A PGl sintetizada no endotélio ird interagir com um receptor de membrana na
CMLYV, denominado de receptor IP, o qual € acoplado a proteina Gs (Fig.7), a ativacao
deste receptor ira estimular a producdo do segundo mensageiro o AMPc por meio da
enzima ciclase de adenilil (AC) a partir do ATP. O AMPc ativara uma proteina quinase
dependente dele, a proteina quinase A (PKA), que ira desencadear vasorrelaxamento por
meio da ativacdo do efluxo de K*, uma vez que fosforila os canais para K* ativados pelo
Ca?* de grande condutancia (BKca) e 0s canais para K* sensiveis a voltagem (Kv). A PKA
também inibe a formacio do complexo entre o Ca?*e a CAM que n3o ativara a MLCK e
consequentemente a contragdo das CMLV (FELETOU; HUANG; VANHOUTTE, 2011;
LOH et al., 2018).

v Fator Hiperpolarizante Derivado do Endotélio (EDHF)

Na década de 80, alguns pesquisadores observaram que a ACh desencadeava efeito
vasorrelaxante em preparacfes de anéis de artéria isolada de coelho e que tal efeito foi
reduzido e até inexistente apds a friccdo da luz interna do vaso. Posteriormente, ficou
evidente que as CE apresentavam relaxamento estimulado por ACh a partir da sintese e
liberacdo de um fator relaxante derivado do proprio endotélio, o qual recebeu a
denominacao, endotelium derived relaxing factor, do inglés (EDRF), pouco tempo depois,
foi postulado que esse fator ¢ 0 NO (VANHOUTTE, 2004).

Mais tarde, outros colaboradores, determinaram que além o NO, a PGl, também
desencadeava um efeito vasorrelaxante em algumas preparacdes vasculares, por meio da
ativagdo a producdo de AMPc na musculatura lisa. Porém, em outros experimentos, ao
inibir a produgdo de NO e PGI; os anéis vasculares continuavam relaxando na presenca da
ACh. Desse modo, passou-se a acreditar na existéncia de uma terceira via de sinalizagdo
responsavel pelo efeito vasodilatador adicional, além das moléculas conhecidas. A CE
ativa um mecanismo de hiperpolarizagdo que é transferido para as CMLYV favorecendo o
vasorrelaxamento (FELETOU; VANHOUTTE, 2006).

Em preparacGes vasculares das artérias cardtida e coronaria o bloqueio da producao
de NO e PGl ndo inibiu de maneira total o vasorrelaxamento estimulado pela ativacao dos
receptores muscarinicos Mz induzido por ACh, e a aferi¢do do potencial de membrana das
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CMLYV evidenciou uma hiperpolarizacdo ap6s a adicdo do agonista muscarinico na
preparacdo com endotélio vascular, evidenciando a existéncia de um mecanismo
hiperpolarizante derivado do endotélio estimulado pela ACh (CORRIU et al., 1998).

O aumento da concentragéo de Ca?* na CE desencadeia a ativagdo dos canais para
K* sensiveis ao Ca?* de baixa condutancia (SKca) e de intermediaria condutancia (IKca)
conforme demonstrado na figura 7. Esses canais quando abertos promovem o efluxo dos
fons K* e hiperpolarizacdo da membrana da CE, esta hiperpolarizacéo é transferida para as
CMLYV por meio das junges mioendoteliais, causando hiperpolarizagdo da membrana das
CMLV e posterior inativacdo dos canais para Ca®* sensiveis a voltagem (FELETOU;
VANHOUTTE, 2006).

A ativacao do efluxo de K™ mediado pelos canais 1Kca localizados na membrana da
CE voltados para o espaco intercelular entre o endotélio e as CMLYV, aumenta a
concentracdo de K* entre essas células desencadendo aumento da funcdo da bomba
Na*/K*ATPase, que promovera o aumento a concentragdo de K* no citoplasma das CMLV.
A elevacdo da concentracdo de K™ ativa os canais para potassio retificadores internos (Kir),
0s quais permitem o efluxo de potéssio e hiperpolarizacdo da membrana das CMLV
culminando em vasorrelaxamento (FELETOU; VANHOUTTE, 2009; TYKOCKI;
BOERMAN; JACKSON, 2017) (Fig. 7).

Outra molécula, o sulfeto de hidrogénio (H2S) é produzida endogenamente e tem
sido alvo de interesse de muitos grupos de pesquisa em demonstrar suas atividades
bioldgicas. O H,S é sintetizado a partir do aminoécido L-cisteina, pela atividade de trés
enzimas, a saber, a cistationina P-sintase (CBS), a cistationina y-liase (CSE) e a
sulfurtransferase 3-mercaptopiruvato (3-MST), esta ultima enzima, produz H>S a partir da
conversao do 3-mercaptopiruvato, proveniente da degradacdo da L-cisteina pela acdo da
enzima cisteina amino transferase (CAT) (DUNN et al.,, 2016; KANAGY; SZABO;
PAPAPETROPOULOQS, 2017).

A CBS e a CSE sdo enzimas encontradas no citoplasma formadas por quatro
subunidades idénticas (homotetradmerica) dependentes da vitamina Be (fosfato de piridoxal)
e a primeira possui como cofator o grupo heme. A CBS possui trés dominios estruturais, o
N-terminal que liga-se ao grupo heme e a vitamina Be, um dominio central, denominado

de dominio catalitico, onde a L-cisteina é condensada a homocisteina para formar a
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cistationina e 0 Hz2S e um dominio C-terminal, que é o dominio regulatério da enzima
(GIMENEZ-MASCARELL et al., 2018).

A enzima CSE néo possui como cofator o grupo heme e a baixa concentracao de
Ca?" regula a atividade desta enzima. A formagdo de H,S pela CSE ocorre por meio da
hidrélise da L-cisteina com formacg&o de ions de amdnia e pituvato ou a L-cisteina pode ser
convertida em tiocisteina e postetriormente convertida em HzS e cisteina. A 3-MST,
também é uma enzima encontrada no citoplasma e para sintetizar o H,S requer a formacao
do mercaptopiruvato pela agdo da enzima cisteina aminotransferase (CAT) a partir do a-

cetoglutarato (DUNN et al., 2016).

Em conjunto com outras moléculas vasoativas, o H.S, modula o ténus da
musculatura lisa vascular em artéria mesentérica. Acredita-se que o H»S ative 0s canais
para potassio de baixa e intermediaria condutancia, SKca e IKca, nas CE e favoreca a
transferéncia de hiperpolarizacdo das CE para as CMLV, via juncdes mioendoteliais ou
aumento da concentracdo de K* na face intercelular e consequentemente hiperpolarizacao,
conforme ja assinalado. Também h& evidéncias da hiperpolarizacdo da membrana
plasmatica das CMLV por meio da ativacao pelo H2S dos canais para K* sensiveis ao ATP
(KaTp) € sensiveis ao Ca?* de grande condutancia (BKca) (DUNN et al., 2016). No estudo
publicado por Morales-Loredo e colaboradores (2019), ficou evidente que a inibicdo da
CSE com 30 mg/kg de B-cianoalanina (BCA), um inibidor ndo especifico das enzimas que
sintetizam o H,S, em ratos conscientes aumentou a pressao arterial média dos animais,
assim como a resisténcia arterial mesentérica, sugerindo que o H.S participa da modulacao

do estado de contratilidade das CMLV neste leito vascular.

Além dos mecansimos envolvidos no controle da contratilidade vascular, o coragao
regula a pressdo arterial, uma vez que o débito cardiaco (DC) é estabelecido por meio da

geracdo e da conducdo do impulso elétrico, no sistema de conducdo elétrico do coracdo.

2.3 ATIVIDADE ELETRICA DO CORACAO E FORMACAO DAS ONDAS,
INTERVALOS E SEGMENTOS ELETROCARDIOGRAFICOS

Por muitos anos, muitos pesquisadores tentaram explicar por que o coracédo fora do

organismo permanecia batendo durante alguns minutos. Porém, foi em 1887 que Augustus



22

D. Waller, utilizando eletrodos em tubos de salina registrou algumas curvas de atividade
elétrica do coragdo humano. No inicio do século XX (1903), Willem Einthoven conseguiu
demonstrar que o coracdo possui atividade elétrica propria capaz de estimular a
contratilidade, por meio da famosa teoria do tridangulo de Einthoven, fato que revolucionou
a medicina na época, uma vez que patologias cardiacas foram identificadas, efeitos toxicos
de alguns medicamentos foram testados e tipos de arritmias comecaram a ser estudados,
caracterizados e classificados (LUDERITZ; DE LUNA, 2017). As descobertas de
Einthoven sobre a atividade elétrica do coracdo renderam a este pesquisador o prémio
Nobel de fisiologia, no ano de 1924 (PAL, 2019).

O coracdo possui a capacidade de gerar e conduzir os impulsos elétricos de modo a
garantir a contratilidade ritmica dos cardiomidcitos. Essa caracteristica € possibilitada por
meio da existéncia de um sistema de geracdo e conduc¢do do impulso elétrico do coracao
(Fig. 10) que se origina no atrio direito, abaixo do éstio da veia cava superior, em uma
estrutura denominada de né sinusal, ou nodo sinoatrial. Desta estrutura partem fibras de
tecido de conducéo para o atrio esquerdo, denominada de fasciculo de Bachmann, e trés
feixes de fibras intermodais para o n6do atrioventicular, que corresponde ao Unico ponto
de comunicacéo elétrica entre os atrios e os ventriculos, o nodo atrioventricular e o feixe
comum de His correspondem a juncédo atrioventricular. Apos o feixe comum de His, no
septo interventricular, ha a divisdo do sistema de conducéo elétrico do coracdo em ramo
direito e ramo esquerdo, 0s quais se encerram nas fibras de Purkinje, estrutura que se insere
nas paredes dos ventriculos (FEHER, 2012; GOLDBERGER; GOLDBERGER;
SHVILKIN, 2018; HEERDT; CRYSTAL, 2013; PAL, 2019).
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Figura 10. Representacdo esquematica da estrutura e subdivisdo do sistema de
conducdo elétrico do coragdo. Os impulsos elétricos sdo gerados no nodo sinusal e
transmitidos para o sistema de condug&o elétrico adjacente. O fasciculo de Bachmann, parte
do nodo sinusal e conduz os impulsos para o tecido atrial esquerdo e os feixes intermodais
irdo conduzir-los ao nédo atrioventricular. No nodo atrioventricular o impulso sofre um
atraso para ser conduzido para os ventriculos. Apos passar pelo feixe comum de HIS, o
impulso alcanga o ramo direito e esquerdo no septo interventricular e posteriormente as
fibras de Purkinje, as quais se inserem nas paredes ventriculares e transmitem o estimulo
elétrico para as células ventriculares. Fonte: adaptado de Goldberger; Goldberger; Shvilkin
(2018).

O impulso elétrico é gerado no nodo sinusal, considerado o marcapasso cardiaco
que controla a FC por toda a vida. Essa estrutura possui cerca de 8 mm de comprimento e
2 mm de largura, existem dois tipos de células que o compde, as células pequenas e
circulares com poucas organelas e as células delgadas, alongadas com nimero maior de
organelas (RUDY, 2008).

As células circulares sdo as células marcapasso, responsaveis pela geracdo do
impulso elétrico. A diferencga de voltagem em funcéo do tempo e os canais envolvidos no
potencial de acdo destas células estdo apresentados esquematicamente na figura 11. O
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potencial de acdo possui trés fases, a fase 4, denominada de despolarizacdo diastolica
espontanea, ou lenta despolariza¢éo diastdlica, ocorre quando o potencial de membrana
atinge -60 mV e vai até -40 mV, nesta faixa de potencial ocorre o influxo predominante de
Na* e K" mediada pela corrente funny (If), a qual permite o aumento progressivo do
potencial de membrana, que ao atingir -50 a -40 mV permite a abertura de canais para Ca?*
tipo T e tipo L. A fase O constitui a despolarizacdo do potencial de acdo e ocorre por meio
do influxo de Ca?" mediado principalmente pelos canais tipo L e também aumento da
atividade do trocador 3Na*/ 1Ca?*, que promove o efluxo de Ca?* e o influxo de Na*. Na
fase 3 ocorre a redugéo progressiva do influxo do Ca?* e aumento do efluxo de K*, mediado
pelos canais retificadores retardados Ik (Ikr e 1ks), que promove a hiperpolarizacdo da
membrana, pois o potencial tenderd a se aproximar do potencial de equilibrio do
K* (-96 mV) (DIFRANCESCO, 1981; MURPHY; LAZZARA, 2016; PEREZ-RIERA et
al., 2019).

Corrente Ca** tipo L

Corrente Ca*" tipo T

270 |Na'K NAKC

Corrente funny Corrente funny

Potencial de membrana
(%)
[—]

Tempo

Figura 11. Representacdo esquematica do potencial de acao na célula marcapasso no
nédo sinusal em funcdo do tempo. A corrente If é ativada quando o potencial de
membrana atinge de cerca de -60 mV e progressivamente atinge o potencial limiar (PL)
para a deflagracdo do potencial de acdo por meio de uma corrente de influxo de sédio (Na*)
e potassio (K*). Posteriormente, a abertura dos canais para célcio (Ca?*) que possuem uma
cinética de abertura lenta, permitirdo o influxo de deste ion na fase de despolarizacéo, fase
0. Durante a fase 3 ou fase de repolarizacédo, ocorrera o efluxo de K*, mediado pelos canais



25

para K" retificadores retardados (Ikr e lks). Fonte: adaptado de Pérez-Riera e
colaboradores (2019).

O automatismo cardiaco consiste na capacidade do coragdo gerar e conduzir seus
proprios impulsos elétricos para manter a FC na faixa entre 60 — 100 bpm, a partir da
geracdo de potenciais de acdo nas células do nddo sinusal. Como ja reportado, o0 ECG
evidencia a atividade elétrica do coracdo desde a geracdo do impulso até a condugéo por
todo o tecido cardiaco. Nesse sentido, o intervalo PRi compreende ao inicio da onda P até
0 inicio do complexo QRS, é o tempo de geracao e conducdo do estimulo elétrico desde o
nodo sinusal até o nodo atrioventricular, passando por todo o tecido atrial (WIER, 2013)
(Fig. 12).

O complexo QRS corresponde a despolarizacdo ventricular, inicia-se com uma
deflexdo negativa, a onda Q, que representa a despolarizacdo do terco médio do septo
interventricular, que segue pela onda R, uma deflexdo positiva, que corresponde a
despolarizacdo das paredes ventriculares, mais especificamente das fibras de Purkinje, a
altima onda do complexo é a onda s, uma deflexdo negativa, que corresponde a
despolarizacdo da base das paredes ventriculares proximas aos atrios. Apds o complexo
QRS ocorre o0 seguimento ST que corresponde a sistole ventricular, é neste seguimento que
os canais para Ca®* se encontram abertos e permitem o influxo deste ion, desencadeando a
contracdo dos cardiomidcitos. A Gltima onda do ECG é a onda T, que representa a fase de
repolarizacdo ventricular, ¢ uma onda em deflexdo positiva que acompanha a orientacédo
do complexo QRS e apresenta assimetria fisiolégica (DE-AZEVEDO, 1999).
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Figura 12. Representacdo esquematica das ondas, segmentos e intervalos de um
tracado eletrocardiografico normal. Evidencia-se a onda P que corresponde a
despolarizacéo atrial, o intervalo PRi que representa o tempo desde a geracdo do impulso
elétrico no nddo sinusal, a passagem pelo tecido atrial até alcancar o nédo atrioventricular.
O complexo QRS corresponde a despolarizagéo ventricular, ou passagem do impulso por
todo o sistema de conducéo ventricular (feixe comum de His, ramos direito e esquerdo e
fibras de Purkinje). O segmento ST corresponde a entrada do Ca?* nos cardiomidcitos com
posterior contracdo e a onda T que corresponde a repolarizagao ventricular. O intervalo QT
corresponde a todo o potencial de acdo nas células cardiacas ventriculares. Fonte: adaptado
de Pal (2019).

O potencial de acdo dos cardiomidcitos ventriculares possui duracdo de 200 a
400 ms e difere do potencial de acdo das células marcapasso, por apresentar uma fase de
platd, uma repolarizacdo mais prolongada e auséncia da lenta despolarizagéo diastolica. As
celulas ventriculares apresentam 5 fases no potencial de acdo, as fases 0, 1, 2, 3 e 4
(GRANT, 2009; PRIEST; MCDERMOTT, 2015) (Fig. 13).

No potencial de repouso ha restauracdo do potencial de membrana da célula, a
mesma se encontra na fase 4 do potencial de acdo, nesta fase, a membrana é quase

impermeavel ao Na* e ao Ca?*, sendo permeéavel ao K* por meio de duas correntes,
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denominadas de corrente de vazamento para K*, promovidas pelo canal retificador
retardado (Ik) e pelo canal retificador interno (Ik1). Quando a célula muscular cardiaca é
estimulada até o limiar de excitabilidade, ocorre a abertura dos canais rapidos para Na*
sensiveis a voltagem (Nav 15), desencadeando a despolarizagdo rapida até que o potencial
da membrana atinja cerca de +30 mV, caracterizando a fase 0 do potencial de acéo.
Também é na fase 0 que ocorrem tanto a abertura dos canais para Ca* tipo L, quando o
potencial de membrana atinge cerca de 0 mV, que possuem cinética de abertura lenta e o
fechamento dos canais para K* (Ik1) que serdo novamente abertos quando o potencial da
membrana atingir cerca de -20 mV e participarao da fase 3 do potencial de acdo (FEHER,
2012; KLABUNDE, 2017; SHIH, 1994).

Durante a fase 1 do potencial de acdo ocorre inativacdo dos canais rapidos para Na*
e ativacdo da repolarizacdo incompleta mediada por uma corrente de K™ denominada de
corrente transiente de efluxo ou transiente de saida (lw), no final desta fase os canais para
Ca?" ja se encontram abertos e promovem o influxo deste ion para o citoplasma gerando a
fase de platd, fase 2, que € o principal estimulo a contratilidade miocéardica, é nesta fase
que a sistole cardiaca ocorre (NERBONNE; KASS, 2005).

Na fase 3 ocorre inativacdo dos canais para Ca®* tipo L e o aumento do efluxo de
K*, inicialmente mediado pelos canais para K* retificadores retardados de ativacdo
ultrarrapida lkur, rapida Ik € lenta Ixs, € posteriormente pela ativagdo do canal para K*
retificador interno (K1) que se mantera aberto também na fase 4 do potencial de acédo
(KLABUNDE, 2017; NERBONNE; KASS, 2005; SHIH, 1994).
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Figura 13. Esquema representativo do potencial de acdo em cardiomidcitos
ventriculares. O potencial de acdo é composto por 4 fases denominadas 0, 1, 2, 3 e 4. Na
fase de repouso (4), o potencial de membrana se encontra em torno de -90 mV, mediado
pela corrente para K* retificadora interna (Iki). Ap6s um estimulo despolarizante pelas
células nodais ocorre alteracdo rapida do potencial de membrana no midcito ventricular até
o limiar, cerca de -65 mV, e a membrana é despolarizada (fase 0) a partir da abertura dos
canais rapidos para sodio sensiveis a voltagem que rapidamente se inativam. Uma
repolarizacéo transiente de efluxo de K* é ativada por meio da abertura dos canais para K*
transientes de saida (Kt formando a fase 1, denominada de repolarizagdo incompleta. Na
fase 2, denominada de platd, ocorre o influxo de Ca?* por meio dos canais para Ca®* do tipo
L, possibilitando que os cardiomidcitos se contraiam (chamada de sistole elétrica). Na fase
3, denominada de fase de repolarizacdo completa, ocorre efluxo de K*, inicialmente, pela
abertura dos canais retificadores retardados rapidos (K;), ultrarrapidos (Kur) € lentos (Ks) e
posteriormente a corrente retificadora interna (K1) a qual tera condugdo méxima na fase 4.
Fonte: adaptado de Klabunde (2017).
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2.4 Regulacéo da Presséo Arterial a Curto Prazo

A regulacdo da PA esta intimamente relacionada com as necessidades metabdlicas
de cada 6rgéo e tecido do corpo, a manutencdo da perfusdo sanguinea com a adequada
oferta de oxigénio e nutrientes garante o funcionamento do organismo (WOLFF et al.,
2016). A perfusdo tecidual € complexa e para ocorrer adequadamente necessita da
integracdo de multiplos sistemas, por exemplo, a atividade neuroenddcrina, renal e
cardiovascular (SALMAN, 2016).

O controle, a curto prazo, da PA ocorre por meio de uma série de vias neurais
diferenciadas que integram sinais mecanicos (barorreceptores) e quimicos
(quimiorreceptores) para modular a atividade reflexa do sistema nervoso autbnomo (SNA),

que subdivide-se em, simpatico e parassimpatico (SALMAN, 2016).

O SNA é um componente do sistema nervoso periférico responsavel pela
modulacdo e controle da atividade de multiplas funcdes e sistemas do organismo, como
por exemplo, a secrecdo glandular, a temperatura corporal, a funcdo gastrintestinal e a
funcéo cardiovascular, especificamente, modificacGes na FC e na RVPT que alteram a PA
(GORDAN; GWATHMEY:; XIE, 2015).

A funcdo cardiovascular é influenciada pela atividade autbnoma simpatica e
parassimpatica (Fig. 14), conforme ja assinalado. As fibras eferentes parassimpaticas se
originam de nucleos vagais (nacleo ambiguo e motor dorsal do vago) e conduzem
estimulos parassimpéaticos ao coragdo, via nervo vago, por meio de neurbnios pré-
ganglionares longos, que fazem sinapses em ganglios préximos ao nodo sinusal e ao nodo
atrioventricular, que sdo componentes do sistema de conducdo elétrico do coragdo. O
neurotransmissor liberado pelas terminacGes parassimpaticas é a ACh que ativa receptores
muscarinicos Mz, nas células do tecido de conducéo elétrica, e desencadeiam reducdo da
FC (cronotropia negativa) e diminuicdo da velocidade de conducdo do estimulo elétrico
(dromotropia negativa). O SNA simpatico apresenta efeitos antag6nicos aos apresentados
pela inervacdo parassimpatica no sistema cardiovascular. Os neurdnios pré-ganglionares
simpaticos sdo mais curtos e surgem da regido superior toracica (T1-T4) da medula espinal,
fazem sinapses em ganglios paravertebrais em ambos os lados da coluna vertebral e no
ganglio pré-vertebral cardiaco. Os neur6nios pds-ganglionares simpéticos partem dos

ganglios e inervam as estruturas cardiovasculares, como o nodo sinusal, o nodo
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atriventricular, os cardiomidcitos ventriculares e 0s vasos sanguineos. A ativacdo da
neurotransmissao simpatica eleva a FC (cronotropia positiva), for¢a de contragéo (inotropia
positiva), aumento da velocidade de conducdo do impulso elétrico (dromotropia) e
aumento da resisténcia vascular periférica (DREW; SINOWAY, 2012; FRANCHINI;
COWLEY, 2004).

Nervo vago Hipotalamo
Ganglios Medula
Paravertebrais
Coracao e T ........ 3
Neurdnios |
pos-ganglionares
simpaticos
Medula espinhal
...... L ] Neurdnio
F pré-ganglionar
a Ganglio simpético
pré-vertebral
Vasos
Sanguineos

Figura 14. Esquema representativo da neuromodula¢do autonémica no sistema
cardiovascular. Neur6nios pré-ganglionares parassimpaticos partem de ndcleos
localizados na medula. Os nucleos, ambiguo e 0 motor dorsal do vago fazem sinapses com
neurdnios pés-ganglionares parassimpaticos vagais no tecido cardiaco que inervam o n6do
sinusal e atrioventricular (detalhe em laranja). Neur6nios pré-ganglionares simpaticos
partem da medula espinhal para os ganglios paravertebrais e pré-vertebral onde fazem
sinapses com neurdnios pés-ganglionares simpaticos que inervam 0s vasos sanguineos e o
tecido cardiaco (GORDAN; GWATHMEY; XIE, 2015). Fonte: adaptado de Drew;
Sinoway (2012).
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v' Baroreflexo

Os barorreceptores sdo mecanorreceptores que transmitem potenciais de acdo por
meio de fibras nervosas aferentes até o centro regulatdrio cardiovascular no tronco cerebral.
Estes receptores sensiveis a pressdo se localizam no arco aortico e no seio da artéria
carétida, permanecendo inseridas na parede vascular, mais especificamente na tunica
adventicia e nas CMLV. Quando hd um aumento da pressao arterial, a parede do vaso se
distende e os barorreceptores sdo estimulados, acredita-se que a abertura dos canais para
Na* e Ca?* dependentes de voltagem estejam envolvidos neste processo, além do receptor
de potencial transiente vanil6ide tipo 1 (TRPV1) (CHAPLEAU, 2012; CHAPLEAU; LU;
ABBOUD, 2007). O reflexo barorreceptor promove alteracbes momento a momento na FC
e RVPT, via modificacdes reflexas na estimulacéo do sistema nervoso autbnomo simpatico

e parassimpatico no sistema cardiovascular a depender da PA (SALMAN, 2016).

A transmissédo aferente dos barorreceptores carotideos é conduzida pelas fibras do
nervo sinusal carotideo (NSC), um ramo do nervo glossofaringeo, e os sinais aferentes dos
barorreceptores do arco aortico sdo transmitidos pelo nervo depressor adrtico (NDA), um
ramo do nervo vago (WEHRWEIN; JOYNER, 2013) (Fig. 15). O nervo vago é formado
por trés tipos de fibras, as fibras aferentes mielinizadas e ndo mielinizadas, tipo A C,
respectivamente, e pelas fibras eferentes tipo B. Cerca de 60 a 80 % das fibras do nervo
vago corresponde as fibras aferentes tipo C ndo mielinizadas (CZURA; ROSAS-
BALLINA; TRACEY, 2007; YUAN; SILBERSTEIN, 2016).

Os impulsos aferentes dos barorreceptores fazem sinapses glutamatérgicas com
neurdnios de segunda ordem no nucleo do trato solitario (NTS), na regido do bulbo dorsal,
principal centro integrador de controle cardiovascular cuja funcdo € de integracdo e
retransmissdo das informacdes aferentes (Fig. 15) (WEHRWEIN; JOYNER, 2013).
Neur6nios glutamatérgicos de segunda ordem partem do NTS para a regido caudal
ventrolateral do bulbo (CVLM) excitando neurdnios gabaergicos inibitérios que fazem
sinapses com neurdnios da regido rostro ventrolateral de bulbo (RVLM), inibindo a
neurotransmissao simpatica que é estimulada pelos neurénios pré-sinapticos que partem do
RVLM para a coluna intermédio-lateral da medula espinal (IML), a qual contém neurdnios
simpaticos pre-ganglionares (KAUFMAN; JONES, 2018; SALMAN, 2016).
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Figura 15. Esquema representativo dos mecanismos centrais de controle autonémico da frequéncia
cardiaca e resisténcia vascular periférica total. O sistema nervoso autbnomo (SNA) modula a funcéo
cardiovascular por meio da transmissdo simpatica e parassimpatica. O coragdo é inervado por neurdnios pés-
ganglionares simpaticos e parassimpaticos, 0s quais possuem atividade oposta. A estimulacéo simpatica eleva
a FC (frequéncia cardiaca) e aumenta a propagacao do impulso elétrico, mediado pela estimulagdo dos
receptores Pi-adrenérgicos com norepinefrina (NE), ja a estimulacdo de neurbnios parassimpaticos
desencadeia redugdo da FC e retardam a transmissdo elétrica, por conta da estimulacdo dos receptores
muscarinicos M, ativados por ACh (acetilcolina). As artérias também apresentam varicosidades que contém
o neurotransmissor norepinefrina (NE), durante a estimulagdo simpaética, este neurotransmissor é liberado e
estimula a contracdo das células musculares lisas vasculares (CMLV) por meio da ativacdo dos receptores
az- adrenérgicos, consequentemente ocorre aumento da resisténcia vascular periférica total (RVPT). A
pressdo arterial determinard qual subdivisdo do SNA influenciard o sistema cardiovascular. No caso da
elevacdo da PA, os barorreceprotes que constituem terminacBes nervosas aferentes localizadas na tdnica
adventicia ou nas CMLV do arco adrtico e do seio da artéria coritidea serdo estimulados e aumentam a
frequéncia de potenciais de agdo por meio dos nervos sinusal carotideo (NSC) e nervo depressor adrtico
(NDA) para o principal centro integrador cardiovascular, o ndcleo do trato solitario (NTS) onde fazem
sinapses excitatorias com neurdnios de segunda ordem. Do NTS partem neur6nios excitatorios para a regido
caudal ventrolateral do bulbo (CVLM) que emitem neurdnios inibitorios (gabaérgicos) para a regido rostral
ventrolateral do bulbo (RVLM), principal nicleo envolvido com a neurotransmissdo simpatica, 0s neurénios
do RVLM sdo considerados pré-simpaticos e sua inibicdo desencadeia a inibicdo da neurotransmisséo
simpética, pois neurdnios pré-sinapticos simpéticos localizados na coluna intermédio lateral da medula
espinal (IML) serdo inibidos, assim como a descarga simpatica nas CMLV e no cora¢do. Em contrapartida
nacleos envolvidos com a neurotransmissdo parassimpatica serdo estimulados com proje¢des neuronais
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excitatdrias do NTS, aumentando a liberacdo de ACh no coragdo, consequentemente a FC, a condugdo
elétrica e a pressdo arterial serdo reduzidas (KAUFMAN; JONES, 2018). Fonte: adaptado de Salman (2016).

Também hé projecdes neuronais de segunda ordem do NTS que estimulam corpos
celulares de neurdnios no ndcleo ambiguo e no nicleo motor dorsal do vago, os quais séo
fibras vagais pré-ganglionares parassimpaticas que fazem sinapses com neur6nios pés-
ganglionares parassimpaticos proximos ao coragdo. Os neurdnios pos-ganglionares
parassimpaticos exercem controle sobre a atividade cardiaca, reduzindo a FC (cronotropia
negativa) e retardando a conducéo elétrica no sistema de conducéo elétrico do coracédo
(dromotropia negativa) por inervarem o nddo sinusal e atrioventricular (CHAPLEAU,
2012; GORDAN; GWATHMEY:; XIE, 2015; KAUFMAN; JONES, 2018).

2.5 Modelos animais para o estudo experimental da hipertensao

A doenca hipertensiva € a principal causa de morbimortalidade em paises
desenvolvidos ou em desenvolvimento e a utilizacdo de modelos para experimentacéo
animal apresenta multiplas vantagens no estudo desta doencga. Dentre as quais, destacam-
se o facil manejo e disponibilidade, o maior controle de variaveis, especialmente as
relativas a aclimatacdo, alimentacdo e ingestdo hidrica, além da possibilidade de se
compreender minuciosamente 0s aspectos relativos a etiologia, fisiopatologia, efeitos de
tratamento e complicacdes da doenca (LEONG; NG; JAARIN, 2015).

Na hipertensdo experimental existem alguns protocolos que induzem a patologia a
partir da inducdo cirargica de animais, como por exemplo na hipertensdo renovascular, ou
com a utilizacdo de uma substancia quimica, como por exemplo, o blogueio da sintese de
NO com L- Name. Existe também o modelo de hipertensdo essencial, denominado de SHR
em que o animal tem a predisposicdo genética para o aumento da PA, cada modelo
experimental apresenta aspectos especificos (LERMAN et al., 2019).

No modelo de hipertenséo induzido por L-Name, inibidor ndo seletivo das NOS, a
patologia ocorre por inibigdo da producdo de NO, obtida com a administracdo oral do L-
Name (20 mg/kg, durante 7 dias). Apds esse periodo, o animal apresentara elevacéo
progressiva da PA, que atingird um valor superior a 140 mmHg relacionada ao aumento da
atividade simpaética e consequente aumento da resisténcia arteriolar. Adicionalmente, o
modelo evidenciara maultiplas lesbes renais, a exemplo da isquemia e esclerose
glomerulares (MOREIRA, et al., 2016; VEERAPPAN; MALARVILI, 2019).
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Outro modelo é o da hipertensdo renal, também denominado de hipertenséo
renovascular (2K1C), que objetiva a reducdo do didametro da artéria renal esquerda
(estenose da artéria renal) instalando um clip por meio de um procedimento cirdrgico. A
diminuicao do fluxo sanguineo para o rim faz com que ocorra aumento da pressao arterial
do animal estimulada pelo sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS), que
influencia diretamente a fisiopatologia hipertensiva neste modelo. A renina consiste em
uma enzima que € liberada na tentativa de manter a perfuséo renal adequada, promove a
producdo de angiotensina | a partir do substrato, o angiotensinogénio, que sofre converséo
em angiotensina Il pela agdo da ECA. A angiotensina Il desencadeia aumento da PA via
elevacdo da RVPT e da liberagdo da aldosterona, que aumenta a recaptacdo de sodio e agua
no rim (HERRMANN; TEXTOR, 2019; LEONG; NG; JAARIN, 2015).

Durante a década de 1960, um grupo de pesquisadores liderados pelo cientista
Okamoto, da Faculdade de Medicina de Kyoto no Japdo, interessados em estudar a
hipertensdo arterial, implementou esforcos para o desenvolvimento de uma linhagem de
ratos Wistar hipertensos. Em seus experimentos, observaram que alguns animais tinham a
tendéncia de apresentar pressao arterial elevada com o passar do tempo. O grupo selecionou
um animal macho com presséo arterial média entre 150 — 170 mmHg e um animal fémea
com PA média entre 130-140 mmHg e promoveu o acasalamento. Posteriormente, aferiram
a PA da prole e acasalaram os irmdos com a pressdo mais alta, até que todos os animais
que nasceram apresentavam a doenga hipertensiva. Esses animais foram denominados de
ratos espontaneamente hipertensos, na lingua inglesa spontaneously hypertensive rats
(SHR). Os animais apresentam o tipo de hipertensdo espontanea, isso quer dizer que ndo
dependem de intervencgdes farmacoldgicas ou cirdrgicas para o estabelecimento da doenca,
porém exigem o acasalamento entre irmdos para a manutencdo do modelo. Estes animais
foram disponibilizados a muitos pesquisadores e laboratérios do mundo inteiro podem ter
acesso a este tipo de animal para o desenvolvimento de estudo (DORIS, 2017,
OKAMOTO; AOKI, 1963).

A similaridade na fisiopatologia entre a hipertensdo priméaria humana e a doenga
hipertensiva essencial que acomete o animal SHR faz deste modelo experimental um dos
mais utilizados e cientificamente aceitos para o estudo da hipertensdo humana. A
predisposicdo genetica, o fator etiologico inespecifico, a elevacdo da resisténcia vascular

periférica sem expansdo de volume e a resposta similar aos medicamentos s&o
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caracteristicas que aproximam a hipertensdo humana da doenca apresentada pelo animal
hipertenso (DICKHOUT; LEE, 1998).

Os animais SHR apresentam um periodo de pré-hipertensdo que se estabelece entre
a 6% e a 8% semana apos o nascimento, no qual o valor média da PAS é de 147 mmHg, logo
apos esse periodo, inicia-se o estagio de hipertensdo, entre a 122 e a 14 semanas, no qual a
pressdo se mantém em torno de 187 mmHg, com 16 semanas 0s animais entram no estagio
de hipertensao sustentada (DROGGREL; BROWN, 1998). Além destes, ha o estagio da
hipertensdo avancada ocorre apds 12 a 14 meses de idade, no qual a pressdo se mantém em
188 mmHg, em média (GRAY, 1984; OKAMOTO; AOKI, 1963). No estudo publicado
por Anishchenko e colaboradores (2015), a PA dos animais SHR e WKY foi mesurada da
5% a 122 semana ap6s 0 nascimento, os resultados demonstraram que a PA do animal eleva-
se progressivamente a partir da 62 a 8% semana de idade até alcancar valores superiores a
200 mmHg para PAS a partir da 122 semana.

Dentre os multiplos mecanismos que explicam a patogénese da hipertensdo no
animal SHR, destaca-se 0 aumento da atividade simpatica no coracdo e nas artérias, que
favorece o aumento da PA. A hiperestimulacdo da resposta simpatica no animal hipertenso
pode ser explicada pelo aumento da estimulacdo do RVLM, conforme ja assinalado, a
principal area estimulatoria da funcéo simpatica e de controle cardiovascular no SNC. O
estudo publicado por Geraldes e colaboradores (2014) objetivou avaliar a influéncia da
hiperpolarizacdo da membrana celular dos neurénios localizados no RVLM nos parametros
de PA e FC dos animais SHR (12 semanas) e demonstrou que o0 aumento da expressdo de
canais para K* retificadores internos (Ki) em neurdnios do RVLM desencadeou
normalizagédo da PA sem influenciar o reflexo barorreceptor nestes animais, indicando que
existe um aumento na atividade estimulatéria simpatica que é determinante na manutencao

dos valores elevados de PA.

Possivelmente, a hiperestimulagdo simpatica no animal SHR esta relacionada com
a ativacgdo tonica dos neurdnios do RVLM que de maneira continua ativa neurdnios pré-
ganglionares simpaticos na IML, conforme se observou no estudo publicado por Ito e
colaboradores (2000), o qual avaliou a resposta dos parametros hemodinamicos de PA e
FC em animais SHR e normotensos, com idades entre 16 a 20 senamas, apds a
administracdo do acido quinurénico, um metabdlito neuroativo que antagoniza 0s
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), no RVLM (BAGASRAWALA; ZECEVIC,
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RADONIIC, 2016). Ap6s a administragdo, a PA dos animais SHR reduziu até os valores
de pressdo mensurados em animais normotensos, indicando que a patogénese da

hipertensdo no animal SHR se relaciona a um aumento da excita¢cdo no RVLM.

Outro aspecto importante que explica a hiperestimulacdo simpatica no animal SHR
é a dessensibilizacdo a inibicdo dos corpos celulares de neurénios no RVLM ao
neurotransmissor acido y-aminibutirico (GABA), conforme foi evidenciado no estudo
publicado por Smith e Barron (1990) que demonstraram uma resposta reduzida da PA em
animais SHR (12-13 semanas de idade) em comparacdo aos animais normotenos na
presenca de metocloridrato de biculina, um antagonista dos receptores GABA,

administrada bilateralmente no RVLM.

O desequilibrio entre a producédo de espécies reativas e sua inativacdo por meio da
atividade das enzimas antioxidantes no RVLM também estd determinando a doenca
hipertensiva em animais SHR. No estudo publicado por Tai e colaboradores (2005), ratos
hipertensos de 10 a 12 semanas apresentaram maior concentracdo de anion superéxido em
comparagdo ao animal controle normotenso da mesma idade. A avaliagdo da expressdo da
enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD) no RVLM, revelou que animais SHR
apresentam reduzida expressdo desta enzima que catalisa a dismutacdo do radical anion

superdxido em agua e peroxido de hidrogénio, em comparacao aos ratos sem patologia.

Animais hipertensos estdo mais pré-dispostos ao desenvolvimento de arritmias
cardiacas. As observacgdes publicadas por Scridon e colaboradores (2017) que analisaram
0 risco de arritmias em funcdo da idade entre animais SHR com 14, 24 e 48 semanas de
idade, considerados jovens, adultos e idosos, respectivamente. A doenga hipertensiva
aumenta a incidéncia de arritmais independente da idade em compara¢do com 0s animais
normotensos, porém a ocorréncia de eventos arritmicos mais graves como taquicardias
ventriculares e fibrilagbes ocorrem no animal adulto (24 semanas) e idoso (48 semanas).
Os animais com 14 semanas, considerados jovens, apresentaram um nimero maior de
contragdes ventriculares prematuras em comparagdo ao animal normotenso da mesma
idade.

O aumento da PA no animal SHR também se associa a elevagcdo da RVPT
relacionada a um fenémeno conhecido como disfungdo endotelial. Conforme ja
demonstrado, as CE desencadeiam o controle do tdnus da musculatura lisa vascular por

sintetizar e liberar NO, PGI, e EDHF, moléculas que causam vasodilatagdo. No estudo
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publicado por Jiang e colaboradores (2016), o vasorrelaxamento estimulado por ACh foi
prejudicado em animais SHR com idade de 20 semanas em vasos de condutancia e
resisténcia, porém estas alteracdes ocorreram de forma mais intensa e precoce em artérias
de condutancia. A idade do animal ¢ um fator que influencia o desenvolvimento de
alteracbes no controle do tonus arterial por meio da liberacdo de fatores relaxantes
derivados do endotélio (EDRF), em ratos mais jovens, até 10 semanas de idade poucas
alteracdes no controle do tébnus da musculatura lisa séo reportadas (BERNATOVA et al.,
2009).

Animais SHR também possuem alteragdes estruturais nas CMLV que promovem o
aumento da concentracio intracelular do Ca®*, favorecendo a ocorréncia de
hipercontraturas e elevacdo da RVPT (BROWN et al., 2018). Em midcitos lisos de artéria
mesentérica de ratos hipertensos, a expressdo dos canais para Ca?* sensiveis a voltagem do
tipo L é maior, favorecendo o maior influxo deste ion, além disso, estes canais possuem
uma sensibilidade elevada a estimulacdo despolarizante ou farmacoldgica, especialmente
ao agonista BAYK 8644, também se observa uma resposta maior a inibicdo pelo
nifedipino, um antagonista destes canais (GARLAND; HILEY; DORA, 2011; KUBO;
TAGUCHI; UEDA, 1998).

Os farmacos atualmente utilizados na terapéutica da hipertensdo apresentam muitas
limitacGes, conforme j& assinalado. Neste sentido, a identificacdo de novas moléculas com
propriedades bioldgicas, especialmente aquelas extraidas da natureza (produtos naturais)

para o tratamento desta patologia torna-se necessario.

2.6 Produtos naturais e (-)-mirtenol

A preocupacdo com 0s aspectos relacionados ao processo salde-doenca sempre
existiu na humanidade. Desde a antiguidade o homem estava atento a relagdo entre o
adoecimento e os aspectos que o favorecem, buscando compreender as multiplas causas e
as formas de combater as doengas, recorrendo a natureza para esse fim. A utilizacdo de pao
morfado para o tratamento de infecgdes epiteliais, 0 uso do p6 da mirra (Commiphora
mirrha) em lesOes, ulceracOes e queimaduras de pele, além da casca do salgueiro para o
alivio da dor durante processos infecciosos na superficie corporal foram relatados na
cultura egipcia e sdo exemplos da utilizagdo primitiva de produtos originarios da natureza
no processo de adoecimento (CARY; PETERLIN, 2018; JUTTE et al., 2017).
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Os produtos naturais s&o moléculas sintetizadas a partir do metabolismo secundario
de espécies vegetais. Muitas plantas sintetizam estas substancias a fim de se proteger contra
as agressdes de determinadas bactérias, fungos e insetos. Os produtos naturais sao
agrupados em muitas classes quimicas a depender da estrutura molecular que apresentam,
como, flavonoides, saponinas, terpenos, alcaloides, dentre outros e a identificacdo das
atividades bioldgicas destas moléculas as tornam uma alternativa para o desenvolvimento
de novos farmacos (KATZ; BALTZ, 2016; RAO et al., 2019).

A inddstria farmacéutica, sempre muito atenta a atividade bioldgica desenvolvida
pelos produtos naturais, especialmente os derivados de plantas, sintetiza moléculas a partir
da estrutura quimica de substancia naturais (GUO, 2017). Assim, multiplos farmacos
comercializados possuem origem a partir do conhecimento da estrutura quimica e
mecanismo de acdo das substancias naturais. Neste aspecto destacam-se varios farmacos
como a codeina, um antitussigeno e analgésico, que € proveniente da planta Papaver
somniferum; a artemisinina, um antimalarico encontrado no extrato da planta Artemisia
annua (TU, 2016), a morfina, utilizada para promover analgesia, esta entre os metabolitos
produzidos pela planta Papaver somniferum (SVERRISDOTTIR et al., 2015) e a reserpina,
um medicamento com propriedade anti-hipertensiva, extraido da planta Rauwolfia
serpentina (SHAMON; PEREZ, 2016; WIENS; DE LUCA, 2016).

A identificacdo e demonstracdo da atividade bioldgica de substancias naturais pode
apontar um novo caminho terapéutico. Neste contexto, o (-)-mirtenol, um monoterpeno
alcéolico (Fig. 16) encontrado no 6leo essencial de multiplas plantas, dentre elasa Myrtus
communis (Murta), Rhodiola rdsea, Paeonia lactiflora e Cyperus roduntus, ja € utilizado
na indUstria cosmética por conta da sua caracteristica aromatizante em formulagées, como
por exemplo, cremes para mé&os, logdes de hidratacdo, perfumes, entre outros, apresenta

alguns efeitos bioldgicos em modelos de experimentacdo animal (BEJESHK et al., 2019).

Varios estudos ja demonstraram os efeitos biologicos do (-)-mirtenol. Em modelo
experimental de artrite crénica induzida por adjuvante completo de Freund, o tratamento
dos animais, via oral, com (-)-mirtenol preveniu a formagdo de edema e o prejuizo do
movimento da articulagdo, sendo esses efeitos relacionados a capacidade antioxidante da
substancia a partir da ativagdo da enzima SOD e inibigdo da migragdo de neutrdfilos
(GOMES et al., 2017). Na asma induzida por ovalbumina em ratos, o tratamento com 50

mg/kg de (-)-mirtenol via intraperitoneal (i.p), desencadeou reducédo da inflamacgao por
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meio da inibicéo das citocinas pro-inflamatorias IL1-B ¢ TNF-o e aumento da atividade da
enzima antioxidante SOD (AVOLIO et al., 2014).

A identificacdo e demonstracdo da atividade bioldgica de substancias naturais pode
apontar um novo caminho terapéutico. Neste contexto, o (-)-mirtenol, um monoterpeno
alcoolico (Fig. 16) encontrado no 6leo essencial de multiplas plantas, dentre elas a Myrtus
communis (Murta), Rhodiola rdsea, Paeonia lactiflora e Cyperus roduntus, ja é utilizado
na industria cosmetica por conta da sua caracteristica aromatizante em formulac6es, como
por exemplo, cremes para méos, logdes de hidratacdo, perfumes, entre outros, apresenta
alguns efeitos biol6gicos em modelos de experimentacdo animal (BEJESHK et al., 2019).

OH

Figura 16. Estrutura quimica do (-)-mirtenol. Peso molecular: 152,23 (VIANA, et
al., 2016).

Essa substancia, na dose de 75 mg/kg também induziu efeito ansiolitico em animais
por atuar diretamente no receptor gabaérgico, aumentando a afinidade do receptor pelo
neurotransmissor GABA (MILANOS et al., 2018; MOREIRA, et al., 2014; VAN
BREDERODE et al., 2016). Em modelo experimental agudo de ulcera estomacal induzida
por etanol, o pré-tratamento dos camundongos com a dose de 50 mg/kg de (-)-mirtenol
reduziu as lesdes no estomago desencadeadas pelo etanol por meio da ativagao das enzimas

antioxidantes SOD e CAT, bem como por meio a ativacdo da producdo de NO e ativacdo
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dos receptores gabaérgicos (VIANA, et al., 2016). A substancia também desencadeia efeito
cicatrizante em modelo de ulcera crénica induzido por acido acético, na dose de 50 mg/kg
por meio da estimulacdo de deposito de colageno, da ativacdo da proliferacdo celular e

reducdo da atividade das metaloproteinases (VIANA, et al., 2019).

Em um estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, 0 pré-tratamento com
(- )- mirtenol (50 mg/kg), via oral, durante 7 dias preveniu as lesdes contrateis e elétricas
em coracOes de ratos submetidos ao modelo de isquemia e reperfusdo global, conforme
descrito por Britto e colaboradores (2018), apds 30 minutos do procedimento isquémico, a
substancia restaurou a for¢a ventricular esquerda do coracao, diminuindo a &rea de necrose,
bem como reduzindo a ocorréncia de eventos arritmicos e o restabelecimento do ritmo
sinusal do coracdo sem a ocorréncia de supradesnivelamento do segmento ST. Também
ficou evidente que a substancia diminuiu a formagéo de EROS e aumentou a atividade das
enzimas antioxidantes, como, SOD e CAT.

A toxicidade de algumas substancias naturais pode apresentar-se como uma
desvantagem e limitar a sua utilizacdo (CHEN, et al., 2016). Estudos toxicoldgicos
demonstram alto grau de seguranca na utilizagdo do (-)-mirtenol em modelos animais. Na
administragdo oral em ratos saudaveis, a DLso foi de 2.457 mg/kg em animais machos e
em fémeas de 632 mg/kg (BELSITO et al., 2008). Ja avaliando a toxicidade do (-)-mirtenol
em ratos saudaveis administrado por via i.p. evidenciou-se uma DLsg de 296 mg/kg
(MOREIRA, et al., 2014).

A metabolizagdo do monoterpeno a-pineno, por meio da enzima citocromo P450
(CYP101) produz alguns metabdlitos, inclusive o (-)-mirtenol (BELL et al., 2003). Em
humanos também foi mostrado que a administragdo oral do a-pineno promove a posterior
formacédo de (-)-mirtenol e trans-verbenol, entre outros metabolitos e a depuracao renal do
(- )-mirtenol ocorreu apos 1,6 horas da administracdo do a-pineno (SCHMIDT; GOEN,
2017).

As multiplas atividades bioldgicas descritas pela comunidade cientifica sobre o
monoterpeno (-)-mirtenol e a reduzida toxicidade fazem desta substancia um potencial
terapéutico para muitas patologias. Os efeito biologicos benéficos apresentados pelo
tratamento de patologias em diversos modelos animais com o (-)-mirtenol, a curiosidade

sobre o possivel efeito cardiovascular em animais com hipertensdo e a necessidade de
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desenvolver uma nova abordagem farmacoldgica para essa doencga foram a motivacéo para

o0 planejamento e desenvolvimento do presente estudo.
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3. OBJETIVO

3.1. OBJETIVO GERAL

v' Caracterizar os mecansimos envolvidos no efeito cardiovascular induzido por

(- )- mirtenol em animais normotensos e hipertensos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Caracterizar a atividade do (-)-mirtenol nos parametros hemodinamicos dos

animais;

v"Avaliar o efeito da substancia no controle autondmico da atividade cardiovascular;

v' Determinar a agdo do (-)-mirtenol na atividade elétrica do coragdo;

v" Verificar a atividade desta molécula na reatividade vascular e identificar os
mecanismos de acdo envolvidos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados Ratos Wistar Normotensos (RWN) e Ratos Espontaneamente
Hipertensos, “sponteneously hypertensive rats” (SHR) e com idade entre 12-14 semanas,
pesando entre 250-300 g, obtidos do biotério setorial do Departamento de Fisiologia da
Universidade Federal de Sergipe — UFS e do Biotério Central da Universidade Federal da
Bahia, respectivamente.

Os animais permaneceram em condigdes controladas de aclimatacéo 21 + 1°C, ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, livre acesso a ragdo para roedores (Nuvilab®) e agua filtrada
(ad libitum).

Todos os protocolos experimentais estiveram de acordo com as orientacGes em
principios éticos de experimentagcdo animal estabelecidos pela Sociedade Brasileira de
Ciéncias em Animais de laboratorio e foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) da UFS com o nimero de protocolo 63/2016 (anexo ).

4.2 AGONISTAS E ANTAGONISTAS UTILIZADOS

Tabela 1. Ferramentas farmacoldgicas utilizadas nos experimentos

Ferramenta farmacolégica Cadigo Mecanismo de acao
Cloridrato de acetilcolina A6625 Ativacdo dos receptores muscarinicos
Cloridrato de L(-)fenilefrina P6126 Ativagdo do receptor az-adrenérgico

1H-[1,2,4] Oxadiazolo[4,3- 3636 Inibidor da CGs (ciclase de guanilil

aJquinoxalin-1-one — ODQ solivel)

Hidroxocobalamina — HDX H1428000 Reducéo da biodisponibilidade de NO

Hexametbnio H1428000 Blogueador ganglionar

Indometacina D6899 Inibidor da ciclo-oxigenase (COX)
Atropina A0132 Antagonista muscarinico

BAYK8644 B133 Agonista dos canais para Ca* tipo L
Nifedipino N7634 Bloqueador dos canais para Ca?* tipo L
Cloreto de tetraetilaménio T2265 Bloqueador dos canais para K*

Ortovanadato de sédio 450243 Inibidor das tirosinas fosfatases
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Descrigdo das substancias utilizadas com o respectivo cddigo e o mecanismo de agéo
vascular.

Como reportado, todas as substancias utilizadas nos procedimentos experimentais
foram obtidas das empresas, Sigma®, Syntec® e Liquene® e para aplicacio na abordagem
da pesquisa foram diluidas observando as recomendac@es técnicas do fabricante e a
possivel interferéncia nos resultados. Nesse sentido, as concentracdes dos diluentes

dimetilsulfoxido (DMSO) ou cremofor ® ndo excederam 0,03% em sua concentragao final.

4.3 SAIS E SOLUCOES

Durante a execucdo dos protocolos experimentais os seguintes sais foram utilizados
para a preparacao das solugdes nutritivas: NaCl, KCI, NaH2PO4, MgSOs4, NaHCOs3, Glicose
e CaCl. (PIPINO et al., 2018).

As soluces e o0s reagentes que as compdem, com suas respectivas concentragoes,

se encontram nas tabelas que seguem.

Tabela 2. Composicdo da solucdo de Tyrode

REAGENTES CONCENTRACAO (mmol/L)
NaCl 158,3

KCI 4,0
NaH2P0O4.2H20 0,42

MgSO4 1,05

NaHCOs 10

GLICOSE 5,6

CaCl; 2,0

Solugdo nutritiva de Tyrode modificada para artéria mesentérica superior isolada de ratos
(ANJOS et al.,2013; SANTOS-SOUSA et al., 2017).

Tabela 3. Solucéo isosmotica de KCI (20 mmol/L).

REAGENTES CONCENTRACAO (mmol/L)
NaCl 142,3

KCI 20
NaH2P04.2H20 0,42

MgSO4 1,05

NaHCOs 10

GLICOSE 5,6

CaCl> 2,0

Solucéo despolarizante isosmdtica elaborada a partir da solugdo de Tyrode modificada
para artéria mesentérica superior isolada de ratos.
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Tabela 4. Solucao isosmotica de KCI (80 mmol/L).

REAGENTES CONCENTRACAO (mmol/L)
NaCl 82,3
KCI 80
NaH2P0O4.2H,0 0,42
MgSO4 1,05
NaHCO3; 10
GLICOSE 5,6
CaCl; 2,0

Soluc¢do despolarizante isosmdtica elaborada a partir da solugdo de Tyrode modificada
para artéria mesentérica superior isolada para ratos.

4.4. Estudos “in vivo”

4.4.1 Procedimento anestésico-cirirgico para a realizacgdo da abordagem
experimental “in vivo”

Na abordagem experimental “in vivo” 0s animais foram submetidos a um
procedimento anestésico-cirargico induzido por cetamina (80 mg/kg) e xilazina
(10 mg/kg), para a implantacdo de dois cateteres. Os cateteres de poliuretano (PE) unidos,
de PE 10 (0,28 mm de diametro interno e 0,61 mm de diametro externo) e PE 50 (0,58 mm
de didmetro interno e 0,96 mm de diametro externo), foram implantados na veia cava
inferior, via veia femoral e na artéria aorta, ramo descendente abdominal via artéria femoral
conforme descrito por Silva-Cutini e colaboradores (2019).

No decorrer do processo anestésico os animais foram observados até a ocorréncia
de acinesia, posteriormente, e de maneira individual, foram conduzidos ao laboratorio para
a realizacdo do procedimento cirdrgico. Uma incisdo na regido inguinal esquerda
possibilitou a identificacdo, separacdo e cateterizacdo da artéria e veia femorais, com 0s
dispositivos anteriormente descritos preenchidos com solucdo salina (SF 0,9%) e
heparinizados (1:10 v/v), o cateter implantado na artéria, possibilitou a verificacdo da
pressdo pulsatil do animal por meio de um sistema pré-calibrado, que possui um conversor
analogico-digital (ADInstruments, Australia) responsavel pela exposi¢cdo do sinal no
microcomputador, com o software (PowerLab, ADInstruments, Australia). O cateter
implantado na veia, possibilitou a administracdo das substancias in bolus. Apos a fixacao,

os cateteres foram exteriorizados na regido cervical do animal (regido scapulae). Os
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animais foram submetidos aos protocolos experimentais 24 horas apds o procedimento
anestésico-cirargico, a partir da identificagdo da normalidade dos sinais vitais (SMITH, et
al., 2017).

4.4.2. Efeito do (-)-mirtenol sobre os parametros hemodinamicos de PAS, PAD e FC
em animais SHR e RWN né&o anestesiados

Apbs a conferéncia dos padrdes fisioldgicos dos animais, estes foram encaminhados
aos procedimentos experimentais. O cateter que esteve implantado na artéria emitiu um
sinal de pressao pulsétil, apds a ambiéncia do animal durante 15 minutos.

Um grupo experimental de animais RWN e SHR foi utilizado para a avaliagdo do
efeito do (-)-mirtenol administrada por via intravenosa (i.v.), nas doses de 3, 5, 10, 15 e 20
mg/kg, de forma aleatoria e in bolus, através do cateter venoso, a selecdo das doses ocorreu
por meio de uma busca preliminar na literatura cientifica em estudos que ja demonstraram
efeitos cardiovasculares da classe dos monoterpenos e posteriormente ocorreu os destes
das doses similares do (-)-mirtenol.

Os dados hemodinamicos de PAS, PAD e FC foram verificados e registrados antes
e imediatamente ap6s a administracdo de cada dose. Aguardou-se o retorno dos valores
basais da PA e FC antes da administracdo da dose subsequente.

Outro grupo de animais SHR foi avaliado quanto as alteracdes dos parametros
hemodindmicos apds a administracdo oral (gavagem) do (-)-mirtenol nas doses de 20, 50 e
100 mg/kg e utilizou-se como controle positivo, o nifedipino (10 mg/kg). Os registros de
PA e FC ocorreram de maneira continua nos primeiros 30 minutos apds a administracéo

das substancias e posteriormente nas horas 1, 2, 4, 6, 8 e 24.

4.4.3 Efeito do (-)-mirtenol sobre a PAS, PAD e FC na presenca do hexamet6nio
(30 mg/kg) em animais SHR e RWN néo anestesiados

Para avaliar a influéncia da substancia no controle central da PA e FC, administrou-
se hexametonio (30 mg/kg, i.v. in bolus), que nesta dose desencadeia blogueio ganglionar
(SUN et al., 2015). Ap6s 30 minutos, foram readministradas, in bolus, as doses
anteriormente descritas, de forma aleatdria, do (-)-mirtenol. Os dados de PA e FC foram

registrados antes e imediatamente ap0s a administragdo de cada dose.
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4.4.4. Efeito do (-)-mirtenol sobre o eletrocardiograma (ECG) dos animais SHR e
RWN sob anestesia.

Apos inducdo de anestesia com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e a
completa acinesia dos animais, estes foram submetidos ao protocolo de afericdo da
atividade elétrica do coracdo, por meio da instalacdo de eletrodos subcutaneos no torax. Os
eletrodos foram conectados a um cardioscopio e a um amplificador que possui um
conversor analégico-digital que emitiu os sinais a um software de aquisicdo, 0 Windaq
Data Acquisiton — Dataq Instruments (Akron, Ohio).

Os intervalos PRi, complexo QRS e QTc foram mensurados em ms e a amplitude
da onda R foi descrita em mV, todos esses paramentos foram analisados a partir da
derivagdo DIl do ECG conforme descrito por SMITH e colaboradores (2017). O intervalo
QTc foi normalizado pelo intervalo R-R na equagdo de Framingham, QTc = (QT +
0,156 x ( 1- R-R)) (PROVIDENCIA et al., 2018).

A dose de 20 mg/kg do (-)-mirtenol foi administrada via i.v. in bolus e o tragado foi
acompanhado durante 20 minutos.

Também investigou-se o efeito do blogueio ganglionar com hexamet6nio
(30 mg/kg, i.v, 30 minutos) nas respostas eletrocardiograficas desencadeadas pelo
(- )- mirtenol (20 mg/kQ).

4.5 Estudos “ex vivo”

4.5.1 Obtencdo e preparacdo dos anéis de artéria mesentérica superior isolada

Os animais RWN e SHR foram mortos por decapitagdo e submetidos a uma
laparotomia, a artéria mesentérica foi identificada e removida no seu ramo superior. Em
uma placa de petri com solugdo nutritiva, ocorreu a remocdo do tecido adiposo que
circunda todo o0 vaso e posteriormente a seccdo do mesmo em anéis com medida média de
3-4 mm de comprimento.

Hastes metalicas foram passadas na luz dos anéis, no plano paralelo, e um fio de
algoddo, possibilitou a conexao entre as hastes e os transdutores, pré-calibrados, de pressao
no sistema de banho para érgéos isolados.

Apos esse procedimento, os anéis foram imersos em solugéo nutritiva de Tyrode,

anteriormente descrita, em cubas contendo 10 mL, aeradas intermitentemente com mistura
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carbogénica, com temperatura controlada de 37°C e tensdo basal de 0,75 g. Respeitou-se 1
hora de estabilizacdo, com trocas sucessivas da solugédo nutritiva a cada 15 minutos, para a
exclusdo da interferéncia dos metabolitos sintetizados pelo vaso (DIAS et al., 2007
SILVA, et al., 2011; SILVA, et al., 2015).

4.5.2 Verificagdo da funcionalidade do endotélio

A funcionalidade do endotélio foi aferida com a utilizacdo de ACh (1 pmol/L) em
anéis de artéria mesentérica superior pré-contraidos com FEN (1 pmol/L), conforme
descrito por Dias e colaboradores (2007).

Apds uma hora de estabilizacdo, com manutencéo de um ténus basal de 0,75 g, em
antecedéncia a todos os protocolos de efeito vascular, uma pré-contracdo foi estimulada
por FEN 1 pmol/L, um agonista dos receptores a1 adrenérgicos (BUSCHER et al., 1999)
e no platd da contragdo, foi administrada ACh 1 upmol/L, que ativa dos receptores
muscarinicos (Mz) nas células endoteliais (REN; NAKANE; CHIBA, 1993). O
vasorrelaxamento induzido por ACh, igual ou superior a 80% da pré-contragdo com FEN,
permitiu a consideracdo dos anéis com endotélio preservado. Além disso, foram
considerados sem endotélio, aqueles anéis que relaxaram até 10% e excluidos dos

protocolos experimentais 0s que relaxaram entre 10 — 80% na presenca de ACh.

4.5.3 Investigacdo do efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol em anéis de artéria
mesentérica superior isolada com endotélio preservado ou removido, pré-contraidos
com FEN, em animais SHR e RWN.

Para avaliar o efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol em anéis de artéria mesentérica
em animais RWN e SHR. Apo6s o periodo de estabilizacdo, os anéis com endotélio
preservado ou removido foram pré-contraidos com FEN (1 pumol/L), um agonista dos
receptores a1 adrenergicos, ap6s o platd de contracdo, concentracGes crescentes e
cumulativas do (-)-mirtenol (10°® — 3x10° mol/L) ou veiculo, foram adicionadas as

preparagdes. As curvas de vasorrelaxamento obtidas foram comparadas ponto a ponto.

4.5.4 Verificagio da participacdo das enzimas Oxido nitrico sintases (NOS) no efeito
vasorrelaxante, dependente do endotélio vascular do (-)-mirtenol, em animais SHR.



49

Para analisar a possivel participacdo das enzimas NOS no efeito vasorrelaxante do
(- )-mirtenol, utilizou-se o inibidor inespecifico destas enzimas, o L-Name (10 pumol/L)
(POULGS; LI, 2017). Os anéis mesentéricos com endotélio preservado, conforme descrito
anteriormente, foram pré-incubados com L-Name, durante 30 minutos. Posteriormente,
uma pré-contracdo foi estimulada com FEN (1 pmol/L), no componente tdnico da
contragdo, o (- )-mirtenol foi adicionado as preparagdes nas concentracdes de (10° —
3x10" ¥ mol/L), e a atividade da substancia foi comparada na presenca e na auséncia do

inibidor (curva controle).

455 Verificacdo da participacdo da via NO/GMPc no efeito vasorrelaxante,
dependente do endotélio, estimulado pelo (-)-mirtenol em animais SHR

Para avaliar a possivel participacdo da via NO/GMPc no efeito vasorrelaxante do
(- )-mirtenol, utilizou-se, o sequestrador de NO, a hidroxicobalamina (HDX; 30 umol/L)
(KRUSZYNA et al., 1998) e o inibidor da CGs, 0 ODQ (10 pumol/L) (BRITO et al., 2017).
Anéis com endotélio preservado foram pré-incubados, durante 30 minutos, com 0s
inibidores acima descritos, e posteriormente, uma pré-contracdo induzida por FEN foi
estimulada, e, no componente ténico da contrago, o (-)-mirtenol (10°- 3x10- mol/L) foi
adicionado as preparacGes. A resposta relaxante da substancia, dependente do endotélio,

foi comparada a resposta na auséncia dos inibidores.

4.5.6 Verificacdo da participagdo da via da ciclo-oxigenase (COX) e dos receptores
muscarinicos no efeito vasorrelaxante, dependente do endotélio vascular, estimulado
pelo (-)-mirtenol.

Para avaliar a possivel participacdo dos metabolitos da COX e da ativacdo dos
receptores muscarinicos no efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol, anéis com endotélio
presente, foram pré-incubados com indometacina (10 pmol/L), um inibidor da COX
(LIMBU; COTTRELL; MCNEISH, 2018) ou atropina (1 nmol/L) que antagoniza 0s
receptores muscarinicos (BOULANGER; MORRISON; VANHOUTTE, 1994), durante
30 minutos. Posteriormente, uma contragdo foi estimulada por FEN e no componente
tonico da contracdo o (-)-mirtenol foi adicionado as preparagdes. As curvas foram

comparadas ponto a ponto na presenca e auséncia destas ferramentas farmacolégicas.

4.5.7 Verificacdo da participacdo na mobilizacdo do Ca?* no efeito vasorrelaxante
do (-)-mirtenol, independente do endotélio vascular em animais SHR e RWN
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Para verificar a participacdo do influxo de Ca®* no efeito vasorrelaxante
desencadeado pelo (-)-mirtenol, independente do endotélio vascular, os anéis com
endotélio removido foram expostos a uma solucao despolarizante de KCI (80 mmol/L), na
auséncia de Ca®*, com 0,5 mmol/L de EDTA (um quelante para Ca?*) e uma curva de
contragdo concentragdo-resposta para CaCl, (10° — 3x102 mol/L) foi estimulada.
Posteriormente, trocou-se 0 meio em que 0s anéis se encontravam a cada 15 minutos,
durante 30 minutos. Apds esse periodo, os anéis foram novamente expostos a solucao
despolarizante de KCI (80 mmol/L), livre de célcio e com 0,5 mmol/L de EDTA na
presenca das concentragdes do (- )- mirtenol (10° mol/L, 10° mol/L, 10 *mol/L e 3x107
mol/L) de maneira isolada. Uma nova curva de contracdo, concentragao-resposta para
CacCl; foi estimulada para cada concentracéo do ( - )-mirtenol e comparadas entre si.

Na intenc&o de avaliar a participacdo dos canais para Ca®* sensiveis a voltagem do
tipo L na resposta vasodilatadora do (-)-mirtenol, independente do endotélio, utilizou-se
um agonista destes canais, 0 BAYK 8644 (10 umol/L) (ARTIGAS et al., 2003), que
desencadeia uma contracdo por meio do aumento do influxo de célcio. No componente
tonico da contracdo estimulada por BAYK 8644, concentracdes crescentes do (-)-mirtenol
foram adicionadas as preparacdes (10 — 3x10°2 mol/L).

Para avaliar o efeito do (-)-mirtenol na mobilizacdo do célcio no RS, em um meio
sem calcio com EDTA (0,5 mmol/L), foi promovida uma contracdo transiente com FEN
(1 pmol/L). Posteriormente, os anéis foram lavados durante 30 minutos, a cada 15
minutos, o ( - )-mirtenol foi adicionado as cubas na concentragdo 3x10* mol/L, apés 30
minutos, uma nova contracao transiente com FEN foi estimulada. A resposta de contragédo

méaxima foi comparada na presenca e auséncia do (-)-mirtenol.

4.5.8 Participacdo da sensibilizacéo contratil ao Ca?* estimulada pelo ortovanadato
de sdédio (NasVOs), no efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol, independente do
endotélio vascular em animais SHR e RWN.

Uma curva para NasVO4 (10 — 102 mol/L) foi estimulada ap6s a verificaco da
auséncia do endotélio funcional em anéis de artéria mesentérica superior, conforme
descrito por Moreira e colaboradores (2016), o ortovanadato de sodio é um inibidor das
tirosinas fosfatases amplamente utilizado (YU et al., 2004). Posteriormente os anéis foram
pré-incubados com uma solucdo de Tyrode até que o tobnus basal fosse atingido, em

seguida, concentrages isoladas do (-)-mirtenol foram adicionadas as preparacdes, apos 30
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minutos, uma nova curva para NasVVOjs foi estimulada. As respostas maximas para cada

concentragdo do NasVO4 foram comparadas.

4.5.9 Participacdo dos canais para K* no efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol em
anéis de artéria mesentérica sem endotélio vascular de animais SHR e RWN.

Para avaliar a participagdo dos canais para K* no efeito do (-)-mirtenol, os anéis de
artéria mesentérica com endotélio removido foram pré-incubados com TEA (1 mmol/L),
durante 30 minutos, que nesta concentracdo bloqueia, de maneira inespecifica estes canais
(BAILEY et al.,, 2007; BELEZNAI et al., 2011). Posteriormente, uma contracdo foi
estimulada com FEN (1 umol/L) e no ténus da contracdo, (-)-mirtenol foi adicionado as

cubas nas concentragdes de (10°5- 3x107 mol/L).

4.5.10 ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente utilizou-se o teste de normalidade de Shapiro-Wilk para atestar a
normalidade dos dados

Nos gréaficos que expdem os dados hemodindmicos (PA e FC) ou os intervalos do
ECG, as barras correspondem as médias aferidas. Nos graficos contendo os dados de
concentracdo-resposta, 0s pontos indicam a média de efeito maximo da concentracdo e 0s
tracados verticais constituem o erro padrdo da média (E.P.M.). Os dados foram inseridos
no software Graph Pad Prism (6.0) no qual foram analisados estatisticamente e plotados o0s
gréaficos, foram considerados significativos os resultados com p<0,05.

As curvas de concentracdo-resposta foram normalizadas pela equagdo logistica de
Hill, na qual a variavel dependente foi a resposta de relaxamento ou contracdo (%),
analisadas ponto a ponto a partir do efeito maximo de cada concentracao.

Posteriormente a avaliagdo da normalidade dos dados, os mesmos foram
comparados com a utilizacdo de t-Student ou ANOVA de uma ou duas vias, em alguns

casos para medidas repetidas, com pds-teste de Bonferroni, quando apropriado.
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5. RESULTADOS

5.1 ABORDAGEM EXPERIMENTAL “in vivo”

5.1.1 Efeito do (-)-mirtenol sobre a PAS, PAD e FC, administrado por via
intravenosa em ratos SHR e RWN né&o anestesiados

Os valores hemodindmicos basais da PAS e PAD dos animais hipertensos foram
registrados em 202,03 £ 5,65 mmHg e 152,09 £ 4,56 mmHg, respectivamente.

Apdbs a administracdo do (-)-mirtenol (3; 5; 10; 15 e 20 mg/kg, i.v., in bolus),
observou-se uma resposta transiente hipotensora (p<0,05), dependente de dose, na PAS e
PAD, respectivamente: 3 mg/kg (166,18 + 4,84 e 127,76 £ 3,80 mmHg), 5 mg/kg
(152,43 +3,98 ¢ 117,58 + 3,58 mmHg), 10 mg/kg (123,84 + 5,29 e 92,40 + 5,58 mmHg),
15 mg/kg (101,43 = 3,55 e 71,05 £ 3,63 mmHg) e 20 mg/kg (71,88 + 2,94 e
46,67 = 1,73 mmHg) (Fig. 17 Ae B).

O valor aferido da FC basal dos animais hipertensos foi 301 + 6,40 bpm. Ao
administrar as doses da substancia, anteriormente descritas, verificou-se um efeito bifésico,
caracterizado por taquicardia (p<0,05) nas doses de 3 mg/kg (375 + 4,04 bpm) e 5 mg/kg
(374,6 + 4,60 bpm), as menores doses estudadas. Observou-se bradicardia (p<0,05) nas
maiores doses administradas, 15 mg/kg (187,76 £+ 26 bpm) e 20 mg/kg
(98,96 = 10,84 bpm). A dose de 10 mg/kg administrada ndo apresentou alteracao quando
comparada ao basal (Fig. 17 C).
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Figura 17. Efeito da administracdo intravenosa, in bolus, do (-)-mirtenol em (A)
pressdo arterial sistolica (PAS), em (B) pressao arterial diastolica (PAD) e em (C)
frequéncia cardiaca (FC) em animais hipertensos nao anestesiados. Os animais SHR
receberam as doses do (-)-mirtenol ou veiculo (V - cremofor 3%). Os valores estdo
expressos como média £ E.P.M. para n=6. ANOVA de uma via para medidas repetidas,
seguida de pds teste de Bonferroni (*p<0,001 comparado ao basal em A, B e C); (¢ p<0,05
comparado a 5 mg/kg em A e B); (°p<0,05 comparado a 10 mg/kg; *p<0,05 comparado a
15 mg/kgem A, Be C).



54

Em animais normotensos, os valores hemodindmicos basais de PAS e PAD
registrados, foram respectivamente, 112,32 £+ 2,39 e 80,01+ 2,18 mmHg (Fig. 18 A e B).

O (-)-mirtenol, administrado de maneira aleatdria nas doses i.v. in bolus de 3, 5, 10,
15 e 20 mg/kg, desencadeou efeito hipotensor transiente (p<0,05), dependente de dose. Na
PAS (Fig. 18 A), esse efeito iniciou-se a partir de 3 mg (90,28 +3,01 mmHg), em 5 mg/kg
(82,01 £ 2,77 mmHg), 10 mg/kg (71,18 + 2,97 mmHg), 15 mg/kg (61,32 + 2,16 mmHg) e
20 mg/kg (52,09 £ 3,20 mmHg)

Na PAD (Fig. 18 B), o efeito hipotensor transiente (p<0,05) ocorreu a partir da dose
de 10 mg/kg (58,29 £ 2,97 mmHg) e aumentou conforme a dose para 53,51 + 3,66 mmHg
(15 mg/kg) e para 41,77 + 3,20 mmHg (20 mg/kg).

Na FC, o valor basal aferido antes da aplicacdo das doses do (-)-mirtenol foi de
386,51 £ 7,21 bpm. O (-)-mirtenol, nas doses 3, 5, 10, 15 e 20 mg/kg, desencadeou efeito

taquicardico, o qual foi semelhante entre as doses (Fig. 18 C).
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Figura 18. Efeito da administragcdo intravenosa, in bolus, do (-)-mirtenol em (A)
pressdo arterial sistdlica (PAS), em (B) na pressdo arterial diastdlica (PAD) e (C)
frequéncia cardiaca (FC) em animais normotensos ndo anestesiados. Os animais RWN
receberam as doses do (-)-mirtenol ou o veiculo (V - cremofor 3%). Os valores estéo
expressos como média + E.P.M. para n=6. ANOVA de uma via para medidas repetidas,
seguida de pds-teste de Bonferroni ("“p<0,001 “p<0,01 “p<0,05 em comparagio ao grupo
Basal);(*p<0,05 comparado a 5 mg/kg em A); (®p<0,05 comparado a 10 mg/kg em A e a
15 mg/kg em B) e ( #p<0,05 comparado a 15 mg/kg em A).
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5.1.2 Efeito do (-)-mirtenol sobre a PAS, PAD e FC de animais SHR e RWN néo
anestesiados, apds o bloqueio ganglionar com hexametoénio (30 mg/kg)

Para avaliar a possivel influéncia do (-)-mirtenol nos mecanismos de controle
autondmico da PA, administrou-se hexametonio na dose de 30 mg/kg, i.v., que nesta dose,
desencadeia bloqueio ganglionar (SUN et al., 2015).

Conforme se observa na figura 19, ap6s 30 minutos da administracdo do
hexametdnio, os animais hipertensos apresentaram modifica¢des nos parametros cardiacos
avaliados (p<0,05), caracterizadas por hipotensdo na PAS e PAD, 170,21 £ 3,39 mmHg e
131,34 + 2,83 mmHg respectivamente, e bradicardia (269,99 + 6,30 bpm). Ao avaliar 0s
animais normotensos, 0s mesmos nao apresentaram modificacbes na PA e FC apos o
tratamento com hexametonio (Fig. 20).

Em animais hipertensos, o pré-tratamento com hexamet6nio potencializou o efeito
hipotensor do (-)- mirtenol nas doses 3, 5 e 10 mg/kg na PAS e em 3, 5, 10 e 15 mg/kg na
PAD. Interessantemente, ocorreu inibicdo do efeito hipotensor da substancia na dose de 20
mg/kg, tanto para a PAS quanto para a PAD, na presenca do bloqueio ganglionar. Na FC
observou-se que o0 hexamet6nio desencadeia inibicdo da resposta bifasica do (-)-mirtenol,
inibindo a taquicardia nas doses de 3 e 5 mg/kg e a bradicardia nas doses de 15 e 20 mg/kg
(Fig. 19).

Em animais normotensos, a administracdo de 30 mg/kg de hexametonio n&o alterou
o efeito hipotensor da substancia nas PAS e PAD. Porém o efeito taquicardico do

(- )- mirtenol foi inibido apos o bloqueio ganglionar, conforme demonstrado na figura 20.
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Figura 19. Efeito da administracdo intravenosa, in bolus, do (-)-mirtenol em (A)
pressao arterial sistélica (PAS), em (B) na pressao arterial diastélica (PAD) e em (C)
frequéncia cardiaca (FC) em animais hipertensos apds o bloqueio ganglionar com
hexametdnio (30 mg/kg). Os valores estdo expressos como média = E.P.M para n=6.

ANOVA de duas vias para medidas repetidas - “p<0,05, “p<0,01 e

comparacao a auséncia do hexametonio (30 mg/kg).

““p<0,001 em
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Figura 20. Efeito da administragdo intravenosa, in bolus, do (-)-mirtenol em (A)
pressdo arterial sistolica (PAS), em (B) pressdo arterial diastolica (PAD) e (C)
frequéncia cardiaca (FC) em animais normotensos ap6s o bloqueio ganglionar com
hexametdnio (30 mg/kg). Os valores estdo expressos como média = E.P.M para n=6.
ANOVA de duas vias para medidas repetidas - ~p<0,01 e ““p<0,001 em comparagio a
auséncia do hexametonio.
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5.1.3 Efeito do (-)-mirtenol na atividade elétrica do coracdo em animais SHR e RWN

A atividade elétrica do coracdo foi registrada a partir da derivacdo DIl no ECG
(Fig. 21).

Em animais hipertensos os valores basais dos parametros eletrocardiograficos
foram registrados: PRi em 49,17 + 0,57 ms, 0 QTc em 59,62 + 1,39 ms, o complexo QRS
em 16,67 = 0,45 ms e a amplitude da onda R em 1,14 + 0,04 mV.

A administracdo de 20 mg/kg do (-)-mirtenol, i.v., desencadeou o prolongamento
do intervalo PR (67,33 £ 0,73 ms), do intervalo QTc (76,97 5,27 ms), alargamento do
complexo QRS (47,33 £ 1,81 ms) e reducdo da amplitude da onda R (0,48 £ 0,03 mV).
Subsequentemente, a administragdo do hexamet6nio na dose de 30 mg/kg, durante 30

minutos, ndo alterou o efeito do (-)- mirtenol nos parametros do ECG analisados (Fig. 22).
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Figura 21. Tracados tipicos da atividade elétrica do coragdo em animais SHR
anestesiados. Em (A) animais SHR ap6s administracdo de veiculo (cremofor — 3%), em
(B) SHR apo6s a administracdo intravenosa do (-)-mirtenol 20 mg/kg, em (C) SHR apos a
administracdo do hexametonio (30 mg/kg) e em (D) SHR ap6s a administracdo do
(- )- mirtenol (20 mg/kg) na presenca do hexamet6nio (30 mg/kg).
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Figura 22. Efeito do (-)-mirtenol (20 mg/kg) no componente elétrico do coracdo em
animais SHR e RWN anestesiados, na auséncia e presen¢a do bloqueio ganglionar
com hexametonio (30 mg/kg). Os valores estdo expressos como média £ E.P.M para n=8.
ANOVA de uma via seguida de pos teste de Bonferroni
em comparagio ao grupo SHR e ®p<0,001 (-)-mirtenol na presenca do hexametonio em
comparagao ao grupo tratado apenas com hexametonio.

*kk

p<0,001 (-)-mirtenol 20 mg/kg

Em animais normotensos os valores médios basais (em ms) dos intervalos PRi, QRS

e QTc, bem como a amplitude da onda R (mV) também foram registrados,
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respectivamente: 49,17 + 0,57; 16,67 + 0,45; 59, 62 + 4,27 e 1,14 £ 0,04. O (-)- mirtenol
ndo desencadeou alteragdes nos intervalos PRi, QRS e QTc em animais normotensos,
porém, promoveu reducdo da amplitude da onda R e esse efeito ndo foi modificado com

tratamento dos animais com 30 mg/kg de hexametdnio (Fig. 23).
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Figura 23. Efeito do (-)-mirtenol (20 mg/kg) no componente elétrico do coracdo em
animais normotensos (RWN) anestesiados, na auséncia e presenca do bloqueio
ganglionar com hexametdnio (30 mg/kg). Os valores estdo expressos como média +
E.P.M para n=8. ANOVA de uma vias seguida de pos teste de Bonferroni ““p<0,001
(- )- mirtenol 20 mg/kg em comparagéo ao grupo RWN e ®p<0,001 (-)-mirtenol na presenca
do hexametbnio em comparacgéo ao grupo tratado apenas com hexametonio (D).
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5.1.4 Efeito na PAS, PAD e FC do (-)-mirtenol administrado via oral em animais SHR
n&o anestesiados

Para verificar se a substancia, administrada por via oral (gavagem) nas doses de 20,
50 e 100 mg/kg, apresenta efeito farmacoldgico similar nos pardmetros hemodindmicos do
animal aos evidenciados na administragéo i.v., o (-)-mirtenol foi administrado por via oral
em SHR.

Antes da administracdo oral da substéncia, do veiculo ou do nifedipino (10 mg/kg),
os valores basais da PA e FC foram registrados em, 204,62 £ 2,35 mmHg (PAS),
144,35 + 1,15 mmHg (PAD) e 400 * 12 bpm (FC), conforme se observa na figura 24 A,
BeC.

Os parametros cardiovasculares foram aferidos em funcdo do tempo. Durante a
primeira meia hora, as medidas foram mensuradas de dez em dez minutos, e

subsequentemente, apés 1, 2, 4, 6, 8 e 24 horas.

Os efeitos, hipotensor e bradicardico, do (-)-mirtenol na dose de 20 mg/kg foram
modestos em comparac¢do ao veiculo, ocorrendo nos primeiros 20 minutos na PAS e FC e

na PAD nos primeiros 10 minutos.

Na dose de 50 mg/kg, o (-)-mirtenol desencadeou efeito hipotensor na PAS que se
manteve no intervalo entre 0os 10 minutos iniciais até 8 horas apds a administracdo. Na
PAD, a hipotensdo ocorreu nos primeiros 20 minutos. A bradicardia desenvolvida no
animal SHR ap6s 50 mg/kg aumentou, conforme o tempo, com pico apds 6 horas, ap6s

esse periodo reduziu em 8 e 24 horas.

A administracdo oral de 100 mg/kg do (-)-mirtenol apresenta efeito hipotensor
semelhante na PAS e superior na PAD comparado a dose de 50 mg/kg, com inicio de acao,
nos primeiros 10 minutos. Esse efeito se manteve em 8 horas na PAS e foi até 4 horas na
PAD. O efeito bradicardico iniciou-se em dez minutos e se manteve durante as 24 horas

acompanhadas.

O nifedipino (10 mg/kg), um agente anti-hipertensivo, reduziu a PAS e PAD com

efeito iniciado em 10 minutos e mantido até 8 horas, apos a administracdo. Na FC o



63

farmaco desencadeou efeito taquicardico, iniciado na primeira hora e foi mantido até 8

horas de acompanhamento.
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Figura 24. Efeito da administracdo oral do (-)-mirtenol nos parametros
hemodinamicos de pressao arterial sistélica (PAS), pressao arterial diastolica (PAD)
e frequéncia cardiaca (FC) em animais SHR ndo anestesiados. Os valores estdo
expressos como média + E.P.M para n=8. ANOVA de duas vias para medidas repetidas
sequida de pos-teste de Bonferroni “p<0,05; “p<0,01 e ““p<0,001 em comparagio ao
grupo veiculo.
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5.2 ABORDAGEM EXPERIMENTAL “ex vivo”

5.2.1 Efeito do (-)-mirtenol em aneéis de artéria mesentérica superior isolada pré-
contraidos com FEN, na presenca ou auséncia do endotélio funcional em animais SHR
e RWN.

O (-)-mirtenol, nas concentracdes (10° — 3x10° mol/L) ou veiculo foi adicionado
de forma crescente e cumulativa nas cubas contendo anéis de artéria mesentérica superior
isolada de animais hipertensos e normotensos pré-contraidas com FEN (1 pmol/L).
Conforme demonstrado na figura 25, o veiculo ndo apresentou atividade vasorrelaxante

nestas preparagges.

A administracdo do (-)-mirtenol em anéis de artéria mesentérica de animais
hipertensos (Fig. 25 A) desencadeia vasorrelaxamento (p<0,05) dependente de
concentracdo tanto na presenca quanto na auséncia do endotélio. O Emax da substancia ndo
foi alterado apds a remocéo do endotelio (Emax endotélio funcional, 118,03 + 6,48 € Emax
apos remocao do endotélio 118,83 + 5,42). Porém, ao se avaliar as menores concentracoes,
observou-se um efeito maior na presenca do endotélio vascular, evidenciado pela reducéo
do valor do pD- (pD2 endotélio funcional, -3,65 + 0,02 e pD2 ap6s a remocéo do endotélio,
-3,22 +0,02).

Em animais normotensos, a administracdo crescente e cumulativa do (-)-mirtenol,
também desencadeou efeito vasorrelaxante (p<0,05), dependente de concentracdo sem
distincdo no Emax na presenca ou auséncia do endotélio ( Emax endotélio funcional,
95,78 + 2,03 e Emax ap0s remocdo do endotélio 101,12 + 1,84), assim como sem alteracoes
no valor do pD2 (pD2 endotélio funcional, -3,22 + 0,03 e pD2 ap6s a remocéo do endotélio,
-3,25 +0,05) (Fig. 25 B).

O efeito vasodilatador em animais hipertensos foi maior em compara¢do com o0s

animais normotensos em todas as concentragdes do (-)-mirtenol estudadas (p<0,05).
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Figura 25. Efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol em artéria mensentérica superior
isolada de (A) animais hipertensos (SHR) e (B) normotensos (RWN) com e sem
endotélio pré-contraidas com fenilefrina (FEN 1 pumol/L). Curvas dose-resposta que
demonstram a atividade vasorrelaxante da substancia (10° — 3x10® mol/L) em SHR (A) e
RWN (B). Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n=6). ANOVA de duas vias
para medidas repetidas seguida de pos-teste de Bonferroni *p<0,05 para as menores
concentragdes do (-)-mirtenol em anéis com endotélio em comparacdo aos anéis sem

endotélio dos animais SHR.
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5.2.2 Efeito dependente do endotélio vascular desencadeado pelo (-)-mirtenol em
mesentérica superior isolada de animais SHR.

5.2.2.1 Participacdo do NO no efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol em anéis de
artéria mesentérica com endotélio preservado.

O (-)-mirtenol apresentou menor valor do pD2 em anéis de mesentérica com fungéo
endotelial preservada nos animais SHR. Um dos mecanismos de ac¢do envolvidos nesta
resposta, possivelmente, se relaciona com a producéao de NO.

Para avaliar a participacdo do NO no efeito vasorrelaxante estimulado por
(- )- mirtenol em anéis de artéria mesentérica com endotélio preservado, estes foram pré-
tratados com L-Name (100 pumol/L) durante 30 minutos, tempo necessario para a inibicao
da atividade das NOS, de forma inespecifica (KIROGLU et al., 2017). Também foi
utilizada hidroxocobalamina (30 pmol/L), durante 30 minutos, uma molécula que reduz a
biodisponibilidade de NO, por meio de uma ligac&o na forma radicalar (ARAUJO et al.,
2019).

Durante a inibicdo da producdo de NO com L-Name (Fig 26 A), ocorreu reducao
do efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol nas mais baixas concentracdes (p<0,05)
evidenciado pelo deslocamento da curva para a direita e aumento do valor do pD2 (pD2 na
auséncia do L-Name, -3,65 + 0,02 e pD2 na presenca do L-Name, -3,55 + 0,04) sem
nenhuma alteracdo no Emax (Emax na auséncia do L-Name, 118,03 + 6,48 e Emax na presenca
do L-Name, 117,00 £ 5,19).

Semelhantemente, na presenca do sequestrador de NO na forma radicalar, a
hidroxocobalamina (30 pmol/L), ocorreu redugdo do efeito vasorrelaxante da substancia
nas mais baixas concentracdes (p<0,05), conforme se observou o deslocamento da curva
para a direita e aumento do valor do pD2 (pD2 na auséncia da HDX, -3,65 + 0,02 e pD2 na
presenca da HDX, -3,53 + 0,03). Sem nenhuma alteracdo no Emax da substéncia (Emax na
auséncia do HDX, 118,03 + 6,48 e Emax na presenca do HDX, 119,09 + 3,10) (Fig. 26 B).
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Figura 26. Efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol em artéria mensentérica superior
isolada com endotélio preservado de animais SHR, na presenca ou auséncia de L-
Name 100 pumol/L (A) e hidroxocobalamina 30 pmol/L (HDX) (B), pré-contraidas
com fenilefrina (FEN). Curvas dose-respostas que demonstram a atividade vasorrelaxante
da substancia (10°® — 3x10° mol/L). Os valores estio expressos como média + E.P.M.
(n=6). As andlises foram feitas com ANOVA de duas vias para medidas repetidas, seguida
de pds-teste de Bonferroni, *p<0,05 e **p<0,01 em comparacao a curva de relaxamento
para (- )- mirtenol em anéis com endotélio. L-Name = inibidor inespecifico das éxido
nitrico sintases e HDX = sequestrador de 6xido nitrico
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5.2.2.2 Efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol na presenca de atropina, indometacina e
ODQ.

Para melhor caracterizar o efeito vasorrelaxante dependente do endotélio
apresentado por (-)-mirtenol em anéis de artéria mesentérica dos animais SHR, utilizou-se
algumas ferramentas farmacoldgicas (Fig. 27 A), como a atropina (1 nmol/L), um
antagonista dos receptores muscarinicos (Mz no endotélio) que inibe o vasorrelaxamento
dependente da liberacdo de mediadores endoteliais . A indometacina (10 umol/L) causa
inibicdo da ciclo-oxigenase, enzima responsavel pela producdo de mediadores
vasorrelaxantes a partir do acido aracdénico (Fig. 27 B) e o ODQ (10 pumol/L) que
desencadeia inibi¢do da GCs, da via descendente de relaxamento do NO (Fig. 27 C).

A inibicdo dos receptores muscarinicos (Ms) com atropina (Emax 117,21 + 7,18 e
pD2 -3,65 + 0,03), da producdo de PGIl> com indometacina (Emax 119,54 £ 5,11 e pD» -3,64
+ 0,03), e da atividade enzimaética da ciclase de guanilil solivel com ODQ (Emax 115,39 +
6,32 e pD2 -3,66 + 0,02), ndo alteraram 0 Emax (118,03 + 6,48) e 0 pD2 (-3,65 = 0,02) da
resposta vasorrelaxante dependente do endotélio induzida pelo (-)-mirtenol em anéis de

artéria mesentérica superior isolada.
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Figura 27. Efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol em anéis com endotélio vascular
preservado de artéria mesentérica de SHR na presenca de atropina 1 nmol/L (A),
indometacina 10 pmol/L (B) e ODQ 10 pmol/L (C). Curvas concentragdo-resposta do
(- )-mirtenol (10 —3x1073 mol/L). Os valores estdo expressos como média + E.P.M. (n=6).
As analises foram feitas com ANOVA de duas vias para medidas repetidas com pos-teste
de Bonferroni e ndo foram diferentes do efeito do (-)-mirtenol em anéis com endotélio
preservado dos animais SHR. Atropina = antagonista muscarinico, indometacina = inibidor
da ciclo-oxigenase e ODQ = inibidor da ciclase de guinilil soltvel.
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5.2.3 Efeito do (-)-mirtenol em anéis de artéria mesentérica superior isolada, na
auséncia do endotélio vascular, pré-contraidos com KCI 80 mmol/L em animais SHR
e RWN.

Os anéis de artéria mesenterica dos animais SHR e RWN foram preé-contraidos com
uma solucdo despolarizante isosmotica de KCI 80 mmol/L (conforme descrito na
abordagem metodoldgica), uma vez que a modificagdo da concentracéo extracelular de K*
altera o potencial de membrana desencadeando uma despolarizacdo com posterior influxo
de célcio através dos Cay, assim, as células musculares lisas vasculares irdo se contrair.
ConcentracBes crescentes e cumulativas do (-)-mirtenol foram administradas as cubas
(10°% - 3x10° mol/L), a resposta obtida foi comparada aquela encontrada com a utilizagéo
da contracdo com FEN 1 umol/L (Fig. 28).

Em animais hipertensos, o efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol na pré-contracdo
induzida por KCI 80 mmol/L (Emax 118,03 + 2,76 e pD, -3,60 + 0,02) foi maior nas
concentragdes mais baixas (p<0,05) quando comparado a resposta da substancia na
contracdo induzida por FEN1 pmol/L (Emax 118,83 £ 5,42 e pD. -3,49 + 0,02), conforme
comparacao do efeito maximo das concentracdes e deslocamento da curva para a esquerda
(Fig. 28 A).

Nos animais normotensos, o efeito vasorrelaxante promovido pelo (-)-mirtenol foi
superior na mais alta concentragdo na pré-contracdo induzida por KCI 80 mmol/L
(Emax 117,31 + 4,13 e pD2 -3,24 + 0,04) em comparacgdo a contra¢do por FEN 1 pmol/L
(Emax 101,12 £ 1,84 e pD2 -3,25 + 0,05), conforme se observa o efeito maximo da maior

concentracdo (Fig. 28 B).
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Figura 28. Efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol em anéis de artéria mesentérica
superior sem endotélio vascular pré-contraidos com KCI 80 mmol/L ou fenilefrina
(FEN) 1 pmol/L em animais SHR(A) e RWN (B). Os valores estéo representados como
média = E.P.M. (n=6). ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida de pos-teste
de Bonferroni. *p<0.05 em comparagao ao efeito maximo da concentragdo no grupo FEN
1 umol/L.
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5.2.4 Participacéo dos canais para Ca?* sensiveis a voltagem no efeito vasorrelaxante
do (-)-mirtenol em animais SHR e RWN.

O efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol pode ser explicado, em parte, pela
interferéncia da substancia na mobilizagdo de Ca?* do meio extracelular, a partir do
bloqueio do influxo deste ion atraves da membrana plasmatica. Para testar essa hipotese,
curvas para CaCl,, de maneira crescente e cumulativa, foram estimuladas nas concentragdes
de (10° — 102 mol/L).

Conforme se observa na figura 29, tanto em animais SHR (A) quanto em animais
RWN (B), o (-)-mirtenol (10 — 3x10° mol/L), de maneira dependente de concentracéo,
desencadeia inibigéo (p<0,001) da curva de contracdo induzida por CaCl, em comparacéo

ao controle, a curva de contragdo concentragdo-resposta para CaClo.

Para melhor caracterizar o efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol no influxo de
célcio, utilizou-se um agonista dos canais célcio sensiveis a voltagem do tipo L, o
BAYK 8644 (10 umol/L). O (-)-mirtenol desencadeou efeito vasorrelaxante, dependente
de concentracdo em anéis de artéria mesentérica superior isolada, pré-contraidas com o
agonista dos canais para Ca?* tipo L (Fig. 30) em animais hipertensos (Emax 117,73 * 6,48
e pD2 -3,35 + 0,02) e normotensos (Emax 96,00 + 0,99 e pD, -3,34 + 0,01), entretanto

apresentou maior efeito em animais SHR em concentra¢Ges mais altas (p<0,001).
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Figura 29. Efeito do (-)-mirtenol na curva de contragéo concentragao-resposta para
CaClz (10 — 102 mol/L) em (A) hipertensos (SHR) e (B) normotensos (RWN). Os
valores representam a média + E.P.M de contragdo para CaCl.. ANOVA de duas vias para
medidas repetidas seguida de pos-teste de Bonferroni. ““p<0,001 em comparagdo ao
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controle, ®p<0,001 em comparagdo a 10 mol/L, #p<0,01 comparado a 10° mol/L e
¢p<0,001 comparado a 10 mol/L de (-)- mirtenol.
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Figura 30. Efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol em anéis de artéria mesentérica em
(A) animais hipertensos (SHR) e (B) normotensos (RWN), na presenca do BAYK
8644 10 umol/L. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. Analise por ANOVA
de duas vias para medidas repetidas seguida de pos-teste de Bonferroni ““p<0,001
comparado as maiores concentragdes. BAYK 8644 = agonista dos canais para Ca" tipo L.

5.2.5 Participacéo dos receptores intracelulares para Ca?* sensiveis ao IPs no efeito
vasorrelaxante do (-)-mirtenol em animais SHR e RWN.

Os receptores sensiveis ao IP3 se localizam no reticulo sarcoplasmatico e, quando
ativados, mobilizam o Ca?* intracelular e elevam a concentragdo desse fon no citoplasma.
Desse modo, prop0s-se pesquisar a possivel participacdo da inibicdo destes receptores no

efeito vasorrelaxante independente do endotélio vascular desencadeado pelo (-)-mirtenol.
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Em animais SHR (A) e RWN (B) a substancia inibe (p<0,001) a contracdo
transiente para Ca?* estimulada por FEN em meio livre de calcio na concentragio de
3x10"* mol/L (Fig. 31).

A

0.4
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034 B (-)-mirtenol 3x10*  mol/L

0.2

0.1 — T

Contragéo em gramas

0.0 T

0.4—
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Figura 31. Efeito do (-)-mirtenol na contracdo transiente para Ca?* estimulada por
FEN em anéis, sem endotélio, de artéria mesentérica superior, em animais SHR (A) e
WT (B). Os valores estdo expressos como média + E.P.M. Foi utilizado teste t-Student para
“p<0,01 e "“p<0,001 em comparagio ao grupo controle.

5.2.6 Efeito do (-)-mirtenol na resposta contratil estimulada pela sensibilidade da

maquinaria contratil ao Ca** em animais SHR e RWN.

Para avaliar o possivel efeito do (-)-mirtenol na sensibilizacdo da maquinaria
contratil das CMLV ao Ca®*, utilizou-se o ortovanadato de sodio, que desencadeia a
inibicdo competitiva da proteina tirosina fosfatase, induzindo contragdo na musculatura lisa

vascular em baixa concentracio para Ca?* (MIRONOVA et al., 2017).
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Uma curva concentragdo-contracdo para NasVOa (10° — 10 mol/L) foi estimulada
em anéis de artéria mesentérica com endotélio removido em animais SHR (Fig. 32 A) e
RWN (Fig. 32 B). A pré-incubacéo dos anéis com (-)-mirtenol nas concentragdes de 10 e
3x10"3 mol/L) desencadeou inibi¢do da curva de contragdo para NasVOs, conforme se

observa na figura abaixo.

5.2.7 Participagdo dos canais para potassio no efeito vasorrelaxante do (- )- mirtenol
em animais SHR e RWN.

Para avaliar a participacdo dos canais para K* no efeito vasorrelaxante independente
do endotélio vascular promovido por (-)-mirtenol, utilizou-se 0 TEA 1 mmol/L. Esta
substancia promove o bloqueio dos canais para potassio de maneira inespecifica (BAILEY
etal., 2007; BELEZNAI et al., 2011).

Em animais SHR (Fig. 33 A) o efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol em anéis de
artéria mesentperica isolada (Emax 118,83 + 5,42 e pD.-3,49 + 0,02) ndo foi alterado na
presenca do bloqueador dos canais para K" TEA 1 mmol/L (Emax 119,32 + 8,67 e pD>
- 3,46 £ 0,07).

O efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol em anéis de artéria mesentérica superior
isolada com endotélio removido (Emax 101,12 £1,84 e pD2-3,25 + 0,05) em animais RWN
também ndo foi modificado apds bloqueio inespecifico dos canais para K* com TEA
(Emax 104,00+ 5,97 e pD2-3,23 £ 0,07) conforme se observa na figura 33 B.
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Figura 32. Efeito do (-)-mirtenol na sensibilidade dos miofilamentos ao Ca%* com
NasVOu4 (10° — 102 mol/L) em anéis de artéria mesentérica sem endotélio vascular,
em (A) animais hipertensos (SHR) e (B) normotensos (RWN). Os valores sao
representados como média + E.P.M. de contracdo para NasVOs na presenca do
(-)- mirtenol. ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida da pés-teste de
Bonferroni. “p<0,01 e "“p<0,001 em comparac&o ao controle e °p<0,0001 em comparagao
a concentracio de 10 mol/L.
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Figura 33. Efeito vasorrelaxante do (-)-mirtenol em anéis de artéria mesentérica sem
endotélio vascular na presenga ou auséncia do TEA 1 umol/L em (A) animais
hipertensos (SHR) e (B) normotensos (RWN). Os valores correspondem a média +
E.P.M. (n=6). As analises foram feitas com ANOVA de duas vias para medidas repetidas
seguida de pos-teste de Boferroni e ndo se apresentaram distintas. TEA = bloqueador
inespecifico dos canais para potassio.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo possibilitou a identificacdo e o entendimento dos efeitos
cardiovasculares do (-)- mirtenol em animais hipertensos e normotensos, bem como a
descricdo dos mecanismos de acdo envolvidos. Com a utilizacdo de duas abordagens
metodoldgicas, in vivo e ex vivo, foi possivel a descricdo da atividade desta substancia na
PA, na FC, na atividade elétrica do coracdo e no estado de contratilidade das CMLV em
animais com hipertensdo essencial, somando-se aos efeitos bioldgicos ja descritos deste

monoterpeno em outras contribuicdes.

O primeiro desafio a ser superado nesta pesquisa foi a deciséo pelo modelo de HAS
a utilizar. A doenca hipertensiva € a principal causa de morbimortalidade no mundo e a
compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos sdo necessarios para o desenvolvimento de
terapéuticas mais eficazes e com reduzidos efeitos adversos. Modelos animais sdo cada vez
mais utilizados em estudos de novas moléculas para o desenvolvimento de novos farmacos
(LERMAN et al., 2019).

A HAS apresentada pelo animal SHR se assemelha com a doenga em humanos,
desde a sua instalacdo, a progressdo e a resposta farmacoldgica, sendo o modelo animal
mais utilizado atualmente (DORIS, 2017; DORNAS; SILVA, 2011). A similaridade entre
a hipertensdo genética no SHR e nos humanos foi a razdo de se ter optado por trabalhar

com esse modelo animal.

Os dados hemodinamicos de PA e FC dos animais SHR apresentados no presente
trabalho evidenciam a instalacdo da doenca hipertensiva neste modelo animal, uma vez que
se aproximam dos valores obtidos em outros estudos. No trabalho publicado por
FLORES- FLORES e col. (2016) os registros hemodinamicos aferidos por pletismografia
de cauda, evidenciaram valores de 180 mmHg para PAS, 150 mmHg para a PAD e 400
bpm para a FC. No estudo de LV e colaboradores (2013) também com a utilizacdo da
técnica ndo invasiva de afericdo da PA com a pletismografia de cauda, os dados
hemodindmicos registrados foram de 215 mmHg para PAS e 170 mmHg para a PAD. De
forma similar ao presente estudo, DE-BARROS et al. (2015) utilizaram a técnica invasiva
para mensurar a PAM dos animais SHR, através da canulacdo da aorta abdominal e

demonstraram o valor de 150 mmHg.
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A avaliacdo dos parametros de PA e FC apresentados pelos animais RWN também
demonstra que esses animais apresentavam normotensao. Conforme observado no trabalho
de DANTAS e colaboradores (2015), que mensurou as variaveis hemodinamicas de
animais Wistar utilizando a medida direta da pressdo arterial, através da artéria aorta
abdominal, o registro da PAM foi de 108 mmHg e a FC foi de 369 bpm. No trabalho de
BASTOS e col. (2010) a canulagdo da aorta abdominal de ratos normotensos permitiu o
registro da PAM em 117 mmHg. J& no estudo publicado por Santos e col. (2010), a
avaliacdo das variaveis hemodinamicas em ratos normotensos do biotério setorial da
Universidade Federal de Sergipe demonstrou valores de PAM de 106,77 mmHg e FC de
344,30 bpm.

Neste estudo os animais SHR e RWN foram submetidos a um procedimento
cirargico com anestesia induzida por cetamina e xilazina, porém respeitou-se o periodo de
24 horas para o inicio dos experimentos funcionais, tempo necessario para que houvesse a
completa metabolizacdo e eliminacdo dos anestésicos, uma vez que 0s mesmos alteram a
funcéo cardiovascular. Tanto a cetamina quanto a xilazina sdo metabolizados no figado e
excretadas na urina. A cetamina apresenta tempo de meia vida de 2 horas e xilazina de 1
hora (VEILLEUX-LEMIEUX et al., 2013).

Os anestésicos usados em experimentacdo com animais alteram a funcédo
hemodinamica e foram utilizados de maneira cautelosa no decorrer deste trabalho pois, a
avaliacdo destas varidveis ndo refletird a verdadeira reposta apresentada pelo animal,
especialmente na investigacdo do efeito cardiovascular dos produtos naturais. Conforme
demonstrado pelos autores, BENCZE; BEHULIAK; ZICHA, (2013), utilizando animais
RWN e SHR com 20 semanas, identificaram que os anestésicos cetamina-xilazina,
isoflurano e pentobarbital, influenciaram vias de sinalizagdo que controlam a PA. Os
anestésicos alteraram os paramentos hemodinamicos por meio da potencializacéo do efeito
hipotensor do captopril; da indug&o de hipotensdo relacionada a redugéo do efeito inibitdrio
da producdo de NO por L-Name e da diminuicdo o efeito hipotensor do pentolinio, um

bloqueador ganglionar.

A selecdo das doses do (-)- mirtenol utilizadas neste estudo ocorreu inicialmente
por meio de uma busca em outros trabalhos que ja demonstraram o efeito bioldgico deste
monoterpeno. Para avaliar o efeito ansiolitico do (-)-mirtenol, Moreira e col. (2014)

utilizaram as doses de 25, 50 e 75 mg/kg, via i.p e as trés doses da substancia induziram
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efeito ansiolitico, sem alterar o comportamento motor dos animais, como também néo
induziram alterac6es neurotdxicas ou relaxantes musculares. Em outro trabalho, utilizando
a dose de 50 mg/kg durante 7 dias por via oral, Britto e col. (2018), demonstraram que 0
pré-tratamento com (-)- mirtenol foi eficaz em restabelecer o desempenho contratil
ventricular do coracdo e normalizar o ECG, em fungao de um efeito antioxidante nas lesdes
de isquemia e reperfusdo. No estudo de Viana e colaboradores (2016), em modelo de Ulcera
gastrica induzido por etanol, o efeito do pré-tratamento, 1 hora antes, com (-)-mirtenol (25,
50 e 100 mg/kg, v.0.) mostrou efeito protetor gastrico dependente de dose relacionado a
ativacdo das vias dependente de NO, da ativacdo dos receptores GABAErgicos e

estimulacdo da producdo de prostaglandinas.

A toxicidade da substancia também foi considerada na selecédo das doses do estudo,
a fim de se utilizar a substancia com seguranc¢a. No trabalho publicado por Bhatia e col.
(2008) a dose letal (DLso) para ratos machos e fémeas foi respectivamente de 2,45 g/kg e
0,63 g/kg. A administracdo de 2 g/kg de (-)- mirtenol em ratos, ocasionou reducdo da
motilidade, ocorréncia de tremores e adocdo de posicdo abdominal andmala (supina), tais

efeitos foram observados em 1 a cada 5 animais machos e 3 em cada 5 fémeas.

Muitos estudos evidenciam o potencial anti-hipertensivo dos produtos naturais no
modelo SHR. Camargo e col. (2018), utilizando um tratamento sub-crénico com o
monoterpeno linalool (100 mg/kg, v.0) durante 21 dias, evidenciaram o efeito anti-
hipertensivo da substancia a partir do 15° dia de tratamento. Esse efeito foi justificado pela
capacidade do linalool de influenciar a reatividade vascular em artéria mesentérica, uma
vez que a substancia reduziu a contracdo mediada por FEN, que envolve o influxo de célcio,
via ativacdo dos receptores ol-adrenérgicos. A avaliacdo do vasorrelaxamento
independente do endotélio, mostrou que a substancia aumentou o efeito vasorrelaxante do
NPS, o qual ativa a CGs, envolvida na via descendente relaxante do NO, esse efeito se
relaciona com a ativagdo da proteina quinase G (PKG) e posterior inibi¢do do influxo de

calcio.

Em outro trabalho, o efeito anti-hipertensivo do extrato metanélico da Solanum
capsicoides foi avaliado no tratamento sub-crénico de 3 semanas, em animais SHR e Kyoto
(WKY). A avaliacdo do extrato por HPLC evidenciou a presenca de alguns constituintes
quimicos e o0 composto majoritario foi o cilistadiol. A administragdo do extrato (100 mg/kg,

v.0. diariamente) desencadeou diminuicdo da PA sem alteracdes na FC, a partir do 15° dia
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de tratamento. Ja a administracdo aguda i.v. nas doses de 5, 10, 20 e 40 mg/kg,
induziu um efeito hipotensor e taquicardico. Os efeitos na PA foram justificados
pela atividade direta do extrato na reducdo da resisténcia vascular por meio da
ativacdo da enzima ciclase de guanilil soltvel e subsequentemente a inibicdo do
influxo de célcio, por ativar a PKG em animais normotensos. Nos animais
hipertensos, o efeito vasorrelaxante do extrato ocorreu por meio da ativacdo da
adenilato ciclase, com subsequente aumento do AMPc, ativacdo da PKA que
consequentemente ativa da receptacdo de céalcio pelo reticulo sarcoplasmatico e
promove do efluxo de potassio (SIMOES et al., 2016).

O efeito hipotensor induzido pelo (-)-mirtenol neste trabalho, pode ser explicado
pela constituicdo quimica da molécula, estudos demonstram o efeito hipotensor de muitos
monoterpenos. O (-)-mirtenol € um monoterpeno alcoolico pertencente a classe quimica
dos terpenos (VAN BREDERODE et al., 2016). Essas moléculas, especialmente no
sistema cardiovascular, apresentam mdaltiplos efeitos biolégicos, como por exemplo, 0
reportado por De-Barros e col. (2015), que demonstraram um efeito hipotensor do &cido
labdénico em animais SHR e normotensos em varias doses, com efeito maior na dose de
10 mg/kg. Essa resposta foi atribuida a capacidade da substancia em causar
vasorrelaxamento nos anéis de aorta e também a um efeito inibitério na regulacdo
simpatica, pois a resposta hipotensora do &cido labdénico foi inibida na presenca do

bloqueio ganglionar com hexametonio.

Em humanos, o (-)-mirtenol é uma das moléculas sintetizadas a partir do
metabolismo do monoterpeno, a-pineno. Segundo Schmidt e Goen (2017), apds uma a trés
horas da administragdo oral de capsulas contendo 9,0 + 0,4 mg de a-pineno,
0 (-)- mirtenol foi detectado no plasma de voluntarios na concentracdo de 1,7 ug/L. Esse
achado indica que os efeitos bioldgicos do a-pineno no sistema cardiovascular podem
ocorrer em funcdo das substancias provenientes do seu metabolismo, especialmente o (-)-
mirtenol. Menezes e colaboradores (2010), verificaram que a administragdo de a-pineno
(1, 5, 10 e 20 mg/kg, i.v.) em animais normotensos, desencadeou efeito hipotensor
dependente de dose.

No presente estudo a administracdo oral do (-)-mirtenol exigiu a utilizagéo de doses
maiores para a verificacdo do efeito da substancia em comparacdo as doses administradas

por via i.v., possivelmente por reduzir a biodisponibilidade da molécula, essa caracteristica
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pode ser explicada pelas limitagOes existentes na via de administracéo oral, dentre as quais,
a exposicao das moléculas ao suco gastrico e o metabolismo de primeira passagem (PARK
et al., 2009).

O perfil da resposta hipotensora na administracdo oral foi semelhante ao efeito do
controle positivo, o nifedipino 10 mg/kg, um bloqueador de canais para calcio utilizado
como anti-hipertensivo na clinica. Ambos apresentaram efeito hipotensor nos primeiros 10
min apos a administracdo, sugerindo que possa estar havendo um mecanismo de agéo
similar, especialmente no estado de contratilidade das CMLV. A atividade destas
substancias na FC em SHR mostrou-se distinta, o (-)-mirtenol desencadeou efeito
bradicardico sustentado e o nifedipino induziu taquicardia caracteristica apds 1 hora da
administracdo. Essa atividade ja foi descrita em estudos anteriores que utilizaram este
blogueador de canais para Ca?" como controle positivo, tanto em animais quanto em
humanos (DI-FILIPPO et al., 2005; SPIESSER-ROBELET et al., 2015).

A hipotensdo desencadeia uma resposta reflexa, caracterizada pela estimulacéo do
SNA simpético por meio da ativacao de neurbnios pré-ganglionares simpaticos localizados
na coluna intermediolateral da medula espinal (IML) via estimulacdo por neurdnios
glutamatérgicos que se projetam do RVLM. No sistema cardiovascular, a estimulacéo
simpatica desencadeia taquicardia, aumento da contratilidade ventricular e elevacdo da
resisténcia vascular periférica, tanto pela estimulacéo direta adrenérgica no nddo sinoatrial,
nodo atrioventricular e em cardiomidcitos ventriculares, quanto pela inervagdo simpatica
vascular e aumento do estado de contratilidade das CMLV (COLOMBARI et al., 2001;
FELDMAN; MCCRIMMON; MORRISON, 2013).

Porém, em animais SHR, observou-se gque o efeito hipotensor do (-)-mirtenol nas
maiores doses foi acompanhado de bradicardia, sugerindo que essa substancia possui um
efeito no componente autondmico da funcdo cardiovascular. Nesse sentido, foi proposto o
blogueio ganglionar com hexameténio, o qual & um antagonista dos receptores nicotinicos
ganglionares do SNA, simpético e parassimpatico (BERG, 2015; MESTIVIER; DABIRE;
CHAU, 2001). Ja foi descrito que o hexametdnio altera os pardmetros hemodinamicos dos
animais. Sun e col. (2015) demonstraram que a administracdo i.v. na dose de 25 mg/kg do
blogueador ganglionar causou reducdo da PA e FC em animais SHR e RWN. Esses

resultados corroboram, em parte, com 0s demonstrados neste estudo, o hexametonio
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reduziu a PA e FC dos animais SHR, porém apenas a FC dos animais RWN diminuiu com

0 bloqueio.

O bloqueio ganglionar promovido por hexametdnio, ao inibir a resposta
taquicérdica reflexa do (-)-mirtenol, promoveu maior efeito hipotensor nas menores doses
da substancia, pois a taquicardia reflexa, provavelmente, estava contrapondo-se a resposta
vasorrelaxante da substancia. A maior dose do (-)-mirtenol desencadeou um efeito
hipotensor e bradicardico influenciando diretamente o controle autonémico da funcgéo

cardiovascular, uma vez que, esses efeitos foram reduzidos na presenga do hexametonio.

A fisiopatologia da hipertensdo no SHR se relaciona com alteracBes nos
mecanismos de controle central da PA. Nestes animais, neurénios Do bulbo ventrolateral
rostral (RVLM) que desempenham ativacdo da transmissdo simpatica, estdo
dessensibilizados ao neurotransmissor inibitério GABA, contribuindo para a
hiperestimulacdo simpatica no SHR, elevacdo da PA e FC (ITO et al., 2000; SMITH;
BARRON, 1990). A estimulacdo dos receptores GABA e consequente influxo de cloreto
é 0 mecanismo de a¢do anti-hipertensivo de algumas moléculas no RVLM (AVOLIO et
al., 2014; LI, et al., 2016). O (-)-mirtenol possui efeito ansiolitico administrado por via
intraperitoneal em ratos, via aumento da interacdo do neurotransmissor inibitério GABA
com o seu receptor no SNC (MOREIRA, et al 2014). No trato gastrintestinal, especialmente
no estdmago, a ativagdo do receptor GABAAa desencadeia gastroprotecdo contra lesoes
ulcerativas induzidas pelo etanol. O (-)-mirtenol promoveu gastropotecdo em camudongos
via estimulacdo da transmissdo GABAérgica (VIANA, et al., 2016).

A estimulacdo de fibras eferentes vagais que inervam o nddo sinusal e
atrioventricular possibilita o controle parassimpatico da FC, cujo efeito é uma resposta
bradicardica. Essa resposta pode ser ativada pela estimulacdo de fibras aferentes vagais,
fibras tipo C, por exemplo (YUAN; SILBERSTEIN, 2016). No estudo publicado por
De- Siqueira e colaboradores (2014) o 6leo essencial de Aniba rosaeodora, o qual é
composto por uma fracdo de 87% do monoterpeno linalol, foi administrado em animais
normotensos nas doses (1, 5, 10 e 20 mg/kg, i.v.) e desencadeou efeito hipotensor e
bradicardico. Esse efeito foi inibido apdés a vagotomia bilateral e o pré-tratamento
perineural com capsaicina, um agonista dos receptores TRPV1 que ativa as fibras-C vagais
e promove bradicardia por meio da estimulacdo parassimpatica via nervo vago

(KOLLARIK et al., 2003). Em outro estudo, com a utilizagdo do [-citronellol, um
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monoterpeno encontrado em alguns Oleos essenciais, observou-se uma resposta
hipotensora e bradicardica nas doses de 1, 5 e 10 mg/kg i.v. em animais normotensos, tal
efeito foi inibido apos a vagotomia bilateral e a estimulacao das fibras-C aferentes vagais
com capsaicina (RIBEIRO-FILHO et al., 2016). O efeito bradicardico do (-)-mirtenol pode
envolver a estimulagdo do nervo vago, por meio da ativagéo das fibras C aferentes e pode
explicar a manutencgdo do efeito bradicardico apds a administragdo oral.

A atividade da substancia na FC em SHR nao foi totalmente inibida pelo blogueio
ganglionar, sugerindo que o (-)-mirtenol possui outro mecanismo de agdo bradicardico.
Nesse sentido avaliou-se a atividade da maior dose do (-)-mirtenol, 20 mg/kg, na atividade

elétrica do coracdo.

Na avaliagédo do ECG, os animais SHR n&o apresentaram alteracdes no tracado
basal em comparacdo com os animais RWN, ambos com 12 semanas. Esse achado mostra-
se distinto dos dados publicados por Hazari e colaboradores (2009), que compararam 0s
parametros eletrocardiogréaficos entre os SHR e RWN, com 11 semanas e observaram que
os valores basais (PRi, QRS e QTc) no SHR estavam prolongados. Porém esses autores
utilizaram uma abordagem com andlise por telemetria, na qual os animais ndo se

encontravam anestesiados, o que foi diferente do método utilizado no presente trabalho.

O PR compreende o intervalo de tempo desde a geracdo do impulso elétrico no n6
sinoatrial, a passagem do impulso por todo o tecido atrial, despolarizando-o, até a chegada
ao no atrioventricular. O complexo QRS corresponde ao tempo de passagem do impulso
pelas estruturas que compdem o sistema de conducao nos ventriculos (feixe comum de His,
ramo direito, ramo esquerdo e fibras de purjunke), despolarizando-as. O intervalo QTc é
definido pela relacdo entre o intervalo QT e a FC, e corresponde a despolarizacéo e
repolarizacdo ventricular, em outras palavras, compreende todo o potencial de acdo nas
células ventriculares. E a amplitude da onde R corresponde a passagem do impulso pelas
células de Purkinje que se localizam nos ventriculos (ANDERSON et al., 2013; BAKKER,;
CHRISTOFFELS; MOORMAN, 2010; GOODYER; WU, 2018; KONOPELSKI;
UFNAL, 2016).

O prolongamento do PRI indica a ocorréncia de um bloqueio na corrente de influxo
de Ca?* (Icar) no tecido de conducéo atrial e caracteriza o tipo de arritmia sinusal
denominada de bloqueio atrio-ventricular de primeiro grau (PRYSTOWSKY, 1988). O

monoterpeno ( - ) - terpinen - 4-ol administrado por via i.v. na veia jugular direita
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desencadeou nas doses de 1 e 10 mg/kg em animais RWN bradicardia e prolongamento do
PRI, este efeito foi justificado pela acdo da substancia em bloquear os canais Cayv. em
cardiomidcitos (GONDIM et al., 2017).

Possivelmente o efeito do (-)-mirtenol em prolongar o complexo QRS esteja
associado a diminuicdo da corrente de Na*. Substancias que bloqueiam a corrente de
influxo de sodio, mediada pelos Nav, sdo responsaveis pela diminui¢cdo da condugéo
ventricular e prolongamento do complexo QRS (HARMER; VALENTIN; POLLARD,
2011; RODEN, 2014). O Nav 1.5 é o principal subtipo encontrado em cardiomidcitos
responsavel pelo influxo de sédio e consequentemente despolarizacao celular. Os autores,
Wang e col. (2015), demonstraram que a administracdo i.v. dos alcaloides, isorubijervina
e rubijervina 1 mg/kg, causou bradicardia intensa associada a auséncia do complexo QRS
no tracado eletrocardiogréfico, esse efeito foi justificado pela capacidade das substancias
de reduzirem a corrente de Na" em 41% mediada pelo subtipo do canal Nay 1.5. Alcaloides
diterpénicos, isolados das raizes da planta Aconitum coreanum reduziram a corrente para
Na* em cardiomiécitos de cobaia, além de desencadear o prolongamento do potencial de
acao (XING et al., 2014).

O prolongamento do intervalo QTc foi observado em outros estudos que utilizaram
monoterpenos e bloqueadores de canais para Ca?*. De modo semelhante ao apresentado
pelo (-)-mirtenol, 0 monoterpeno d-limoneno administrado por via i.v. (10, 20 e 40 mg/kg)
desencadeou bradicardia relacionada ao prolongamento do intervalo QTc, possivelmente
por um efeito bloqueador dos canais para Cav tipo L (NASCIMENTO et al., 2019). A
utilizacdo do bepridil nas doses de 1, 2 e 3 mg/kg, um bloqueador dos canais para Ca?*,
utilizado no tratamento da angina do peito, promoveu prolongamento do intervalo QTc em
humanos (PRYSTOWSKY, 1992; SOMBERG et al., 1985).

Possivelmente, a resposta hipotensora do (-)-mirtenol relaciona-se, em parte, com
a estimulacdo pela substancia de modificacfes na resisténcia vascular periférica total
(RVPT), tendo em vista que a PA ¢ o produto da relacdo entre o DC e a RVPT. O estado
de contratilidade das CMLV compreende a resisténcia vascular, de modo que, a
interferéncia de substdncias nos mecanismos que controlam o ténus vascular podem
estimular o vasorrelaxamento (WEHRWEIN; JOYNER, 2013).

Muitos produtos naturais causam hipotensdo e tem esse efeito justificado pela

capacidade vasorrelaxante que induzem. O extrato das sementes de Swietenia macrophylla
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apresentou atividade anti-hipertensiva em animais SHR que se relacionou com a
estimulagdo de uma reposta vasorrelaxante em anéis de aorta toracica, em parte, por meio
da estimulacéo da producdo de NO e PGy, vias que dependem da integridade do endoteélio
vascular para serem ativadas. A atividade vasorrelaxante independente do endotélio
ocorreu por meio da estimulacdo do efluxo de ions K*, blogueio do influxo de Ca®* e
inibicdo a contracdo transiente (CH’NG et al., 2018). O monoterpeno, B-pineno,
desencadeia efeito hipotensor em animais hipertensos por meio do vasorrelaxamento em
artéria mesentérica. O mecanismo de a¢&o ocorreu por meio da inibi¢&o do influxo de Ca?*
através do bloqueio dos canais Cay tipo L e da reducdo da sensibilidade ao Ca?" pela
maquinaria contratil (MOREIRA et al., 2016).

A evidéncia da modulacdo do estado de contratilidade das CMLV a partir da
liberagdo de mediadores endoteliais fez com que se buscasse identificar o mediador
envolvido na resposta vasorrelaxante proporcionada pelo (-)-mirtenol. E bem reportado na
literatura que o NO é uma das moléculas que modulam o estado de contratilidade
musculatura lisa arterial. Assim avaliou-se a participacdo do NO no efeito relaxante
dependente do endotélio vascular, estimulado por esta substancia em animais SHR.
Inicialmente, foi proposto a inibi¢cdo da producdo de NO com L-Name, um inibidor ndo
seletivo das NOS (KIROGLU et al., 2017) e posteriormente o sequestro da forma radicalar
da molécula com HDX (KIROGLU et al., 2017; ROCHELLE et al., 1995). A inibicdo do
efeito vasorrelaxante dependente do endotélio estimulado por ( - )-mirtenol na presenca de
L-Name e da HDX indica que a substancia estimula a producao de NO como parte do efeito

vasorrelaxante em animais hipertensos.

A progresséo da doenga hipertensiva no animal SHR ocasiona algumas alteragdes
vasculares que comprometem a vasodilatacdo dependente do endotélio. Os autores
Anishchenko e col. (2015) observaram o efeito da administracdo i.v. de ACh na PA de
animais SHR e verificaram que apdés 9 a 12 semanas de vida 0s animais apresentaram
reducdo da resposta hipotensora dependente do endotélio, em cerca de 14-16% em
comparagdo aos animais normotensos. Ao estudar a modulagéo do endotélio no tonus das
CMLV em artéria mesentérica de animais SHR, Jiang e colaboradores (2016)
demonstraram uma resposta reduzida em 26% ao vasorrelaxamento dependente do
endotélio estimulado por ACh nestes animais, que se relacionou a reducdo da
biodisponibilidade de NO e alteragdes na via de sinalizagdo vasorrelaxante para PG> e
EDHF.
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Na patogénese da hipertensdo, a reducdo da biodisponibilidade de NO esta
associada ao aumento da formacdo do radical anion superoxido (O27) que, em células
endoteliais, reage com NO e produz peroxinitrito (ONOO’) (LI; HORKE;
FORSTERMANN, 2013). O tratamento de células endoteliais com a enzima SOD
restabeleceu a biodisponibilidade de NO (GRUNFELD et al., 1995). Substéncias naturais
podem apresentar capacidade antioxidante por neutralizar radicais livres e impedir que tais
moléculas interajam com proteinas ou lipidios e danifiquem estruturas celulares ou podem

estimular a atividade das enzimas antioxidantes (PISOSCHI et al., 2016).

Desse modo, o efeito vasorrelaxante, dependente do endotélio estimulado
pelo (-)- mirtenol em SHR, pode ocorrer em decorréncia da estimulacao da enzima SOD
endotelial, pois ja foi demonstrado que o pré-tratamento com 50 mg/kg da substancia
restaurou a atividade desta enzima antioxidante em um modelo de isquemia e reperfuséo
cardiaco (BRITTO et al., 2018).

Alguns terpenos promovem vasorrelaxamento dependente do endotélio por meio
da ativacdo da producdo e liberacdo de moléculas relaxantes derivadas do endotélio. Como
por exemplo, o a-terpineol, que desencadeou relaxamento em artéria mesentérica superior
isolada a partir do estimulo a producdo do NO (RIBEIRO, et al., 2010). Em outro estudo,
a utilizacdo das substancias triterpénicas (acido oleandlico, acido maslinico e o eritrodiol)
encontrados no azeite de oliva, promoveram vasorrelaxamento em animais SHR, que foi
inibido com a adicdo de L-Name, indicando a participacdo do NO na atividade
vasorrelaxante destas substancias. Além disso o vasorrelaxamento, dependente do
endotélio, estimulado por essas substancias mostrou-se maior com a adi¢do da enzima SOD
por aumentar a biodisponibilidade de NO (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2006).

Os receptores muscarinicos localizados no endotélio vascular (Ms), quando
ativados, aumentam a concentracio intracelular de Ca?* e promovem aumento da producio
de NO e PGI,, moléculas que causam vasorrelaxamento (GUEDES et al., 2002;
SATERNOS et al., 2018). Nesse sentido, produtos naturais podem ativar os receptores M3
para desencadear vasorrelaxamento dependente do endotélio. A atropina, um antagonista
destes receptores e indometacina, um inibidor néo seletivo da COX, ndo alteraram o efeito
vasorrelaxante dependente do endotélio estimulado por (-)-mirtenol, indicando que nédo ha
participacdo destas vias no efeito (LOPEZ et al., 2017).
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Resultado similar foi apresentado pelo monoterpeno rotundifulona em artéria
mesentérica de ratos. A substancia desencadeia efeito vasorrelaxante mediado nas menores
concentragcdes via estimulacdo da producdo de mediadores liberados pelo endotélio
vascular (SILVA et al., 2011). No estudo publicado por Guedes e col. 2002, ficou evidente
que a rotundifolona desencadeia efeito vasorrelaxante em mesentérica via ativacdo da

producdo de NO no endotélio por meio da ativacdo dos receptores muscarinicos.

Outro monoterpeno, o a-terpineol, desencadeia efeito vasorrelaxante em anéis de
artéria mesentérica de ratos que foi reduzido ap6s a remocgdo do endotélio vascular,
indicando que a substancia estimulou a produgdo de mediadores endoteliais para causar
esse efeito. O envolvimento da producdo de NO foi estudado com a utilizacdo de L-Name
¢ HDX que inibiram o efeito vasorrelaxante, dependente do entotélio, do a-terpineol,
indicando que a substancia estimula a producdo de NO para causar vasodilatagdo na artéria
mesentérica (RIBEIRO, et al., 2010).

O efeito vasorrelaxante maximo desencadeado pelo (-)-mirtenol ocorre por meio de
um mecanismo independente do endotélio vascular. A substancia estd promovendo
relaxamento por modificar mecanismos diretos nas CMLV. Em animais SHR o efeito do
(-)-mirtenol foi mais potente na contracdo induzida por KCI em comparacao a FEN, ja nos

animais RWN o efeito da substancia foi superior na contracdo induzida por KCI.

O aumento da concentracdo de K* no meio extracelular promove a despolarizacéo
da membrana com posterior influxo de Ca?* e contracdo das CMLV. A FEN é um agonista
al- adrenérgico que também aumenta o influxo do ion Ca?* por meio da abertura dos canais
para Ca?* fosforilados pela PKC, como por exemplo os Cay do Tipo L e os canais operados
por receptor (TOUYZ et al., 2018). Provavelmente um dos mecanismos de acgdo
vasorrelaxante, independente do endotélio proporcionado pelo (-)-mirtenol é o bloqueio do
influxo de Ca?*, tendo em vista que este ¢ um mecanismo de contragio compartilhado entre
a solucéo de KCl e a FEN.

Todas as concentragdes estudadas do (-)-mirtenol inibiram a curva de contracéo
concentragdo-resposta para CaCl, nos animais SHR e RWN. Esse efeito indica,
possivelmente, que um dos mecanismos de acdo vasorrelaxante, independente do endotélio
vascular, € a inibicdo do influxo de Ca?*. Além disso, o (-)-mirtenol promoveu efeito

vasorrelaxante apds a contracdo tonica promovida por BAYK 8644, um agonista especifico
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dos canais para Cay tipo L, indicando que o mecanismo de agdo vasorrelaxante do
(- )- mirtenol é o bloqueio dos canais para Ca?* tipo L (TIKHONOV; ZHOROV, 2009).

Efeito semelhante foi observado em animais SHR nos quais a administracao de 1-
nitro-phenylethane promoveu resposta vasorrelaxante por meio da interferéncia no influxo
de Ca?*nas concentragdes de 100 e 600 pg/mL, por meio da inibigio da curva para CaCl..
Essa substancia também inibiu a contracdo estimulada pelo PDB (12,13-forbol dibutirato),
um agonista da PKC, proteina quinase que promove contracdo das CMLV por meio da
fosforilacdo e ativagdo dos canais para Ca®* e da inibicdo da fosfatase das CLM
(INTERAMINENSE et al., 2013; RINGVOLD; KHALIL, 2017). O monoterpeno
B- pineno, causou efeito vasorrelaxante independente do endotélio vascular, em animais
hipertensos por meio da inibicio do influxo de Ca?*, uma vez que desencadeou

vasorrelaxamento na contragdo estimulada por BAK8644 (MOREIRA et al., 2016).

Os animais SHR apresentam alteracGes na expressdao de canais idnicos que
envolvem o aumento do ténus vascular nas CMLYV. No estudo de Pratt e colaboradores
(2002) ficou evidente que as CMLV possuem aumento da expresséo da subunidade alC,
formadora do poro dos canais para Ca®* sensiveis a voltagem do tipo L, tornando essas
células muito responsivas ao BAYK 8644. Essa caracteristica, possivelmente explica a
resposta vasorrelaxante superior desencadeada pelo (-)-mirtenol em anéis de artéria

mesentérica sem endotélio pré-contraidas com o BAYK 8644 em animais SHR.

Outro mecanismo que foi avaliado no efeito independente do endotélio vascular,
foi a contracdo transiente estimulada por FEN em meio livre de Ca?*. Como descrito, a
FEN, ao ativar o receptor al-adrenérgico nas células musculares lisas ird estimular a
atividade da fosfolipase C, enzima que promove a sintese de dois segundos mensageiros o
DAC e IP3 a partir do P1(4,5)P2. O IP3 ativa a mobilizacdo do célcio no RS por ativar um
receptor sensivel (IPsR) e uma contracgdo transiente (fasica) é observada, mediada apenas
pela mobilizacdo do RS, tendo em vista que o Ca®* foi removido do meio extracelular
(TOUYZ et al., 2018). Na maior concentracdo o (-)-mirtenol inibiu a contragdo transiente
mediada pelo IP3, indicando que essa molécula foi capaz de causar vasorrelaxamento por

bloquear o receptor sensivel ao IP3 no RS.

Esse resultado apresenta similaridade com os apresentados no estudo publicado por

Silva-Filho e col. (2012), o monoterpeno (-)-borneol induziu efeito vasorrelaxante,
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independente do endotélio vascular, em parte, por meio da inibicdo da contracdo fasica
estimulada por FEN de maneira dependente de concentracao.

As CMLV podem contrair em baixas concentragdes de Ca®* por meio da inibicio
da fosfatase das cadeias leves de miosina (MLCP), conforme assinalado. A utiliza¢do do
inibidor ndo seletivo das proteinas tirosina fosfatases, o0 Nas\VVO4 desencadeia contragao por
meio da inibicao da desfosforilacdo das cadeias leves de miosina (KIM; LEE; LEE, 2019).
Parte do mecanismo vasorrelaxante do (-)-mirtenol ocorre por meio da reducdo da
sensibilidade ao Ca?* pela maquinaria contatil das CMLV, de modo semelhante a outros
monoterpenos ja estudados, como por exemplo, o B-citronellol na musculatura lisa de
traqueia e o (-)-B-pineno em anéis de artéria mesentérica com endotélio vascular removido
(MOREIRA et al., 2016; VASCONCELOS et al., 2016).

Outro mecanismo envolvido no vasorrelaxamento proporcionado por alguns
terpenos é o estimulo a abertura dos canais para K* com consequente efluxo deste ion que
promove hiperpolarizacdo e vasorrelaxamento em CMLV. No estudo de MOREIRA e
colaboradores (2016), a atividade vascular do monoterpeno, B-pineno, ndo foi alterada ap6s
exposicao dos anéis de artéria mesentérica ao TEA 1mmol/L em animais hipertensos. De
forma similar, o monoterpeno alcodlico, linalol, induziu efeito vasorrelaxante
independente do endotélio em animais hipertensos, que ndo foi alterado na presenca do
bloqueio dos canais para K™ (ANJOS et al., 2013). Esses resultados corroboram o presente
estudo, no qual ndo se observou nenhuma alteracdo no efeito vasorrelaxante independente

do endotélio proporcionado pelo (-)-mirtenol na presenca do TEA.

Em sintese, o (-)-mirtenol apresenta efeitos mais pronunciados em animais com
hipertensdo essencial com mecanismos de acdo adicionais. Fato muito animador para que
outros estudos sejam implementados, principalmente os que promovam a reducdo da dose
desta substancia, afim de se despertar o interesse da industria farmacéutica para se investir
em pesquisas mais minunciosas para a aplicabilidade desta molécula em ensaios clinicos

para o tratamento da doenca hipertensiva em seres humanos.
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7. RESUMO GRAFICO

Atividades Biologicas

\ 4

Oleos E{my _ Atividade Cardiovascular

&R

Constituinte Principal

Efeito Hemodinamico ECG Efeito Vasoativo
e Musculo liso:
f\\ 5 e Hipotensao ¥ ¢ AR (mobilizagdo e

| ;‘ ‘ /
o icardi sensibilidade ao Ca*"
RWN Q » e Taquicardia reflexa )

VApNa
- Q‘z'_‘}; e I

Figura 34. Resumo grafico dos mecanismos envolvidos no efeito cardiovascular induzido por (-)-mirtenol em animais hipertensos (SHR) e
normotensos (RWN). AR=amplitude da onda R.
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8. CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados apresentados no presente trabalho mostram que o
(- )- mirtenol apresenta efeitos cardiovasculares benéficos em animais com a doenca
hipertensiva instalada e com efeitos mais pronunciados nestes animais em comparagado aos
normotensos. A substancia apresenta agdo hipotensora e um efeito bifasico na FC em
animais SHR os quais sdo modulados pelo hexametdnio. Além disso, promove o
prolongamento dos intervalos no ECG e desencadeia efeito vasorrelaxante, em parte por
mecanismo dependente do endotélio com participagdo do NO em SHR. Nos animais
normotensos o (-)-mirtenol apresenta acdo hipotensora e efeito taquicardico reflexo, este
altimo inibido por hexamet6nio. Além disso apresenta reducéo da amplitude da onda R no

ECG e induz vasorrelaxamento de forma independente do endotélio.

Neste sentido, a molécula estudada torna-se uma interessante alternativa para o
controle da doenga hipertensiva com grande potencial para ser direcionada a hipertensao
humana. Porém, mais estudos sdo necessarios para que este produto natural venha a ser

disponibilizado clinicamente para o tratamento da hipertensao arterial sistémica.
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9. PERSPECTIVAS

v' Caracterizar melhor o efeito da substancia no controle central da PA e FC,

injetando-a diretamente no bulbo ventrolateral rostral;

v Proceder a vagotomia bilateral e o tratamento perivagal para melhor
descrever o efeito na FC e no controle autondmico da fungéo

cardiovascular;

v' Caracterizar a atividade elétrica do coragcdo com o animal acordado, por
telemetria, para tentar aproximar este estudo das condi¢Ges mais frequentes

de individuos em tratamento ambulatorial ou na emergéncia e

v" Preparar o complexo de inclusdo do (-)-mirtenol em B-ciclodextrina para
analisar a possibilidade de diminuicdo da dose por via oral e melhora da

sua eficacia.
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10. LIMITACOES

Apesar das rocomendagdes e consertos do fabricante, a dificuldade de
funcionamento do equipamento para a eferi¢do da pressdo arterial caudal (pletismdgrafia)
dos animais ndo permitiram a execucdo de estudos hemodinamicos subcrdnicos com a
administracdo oral do (-)-mirtenol. Assim como, o processo de ambiéncia do animal
espontaneamente hipertenso no biotério exigiu um longo periodo até a adaptacdo e

posterior acasalamento, o que dificultou a aquisi¢do dos dados iniciais mais precocemente.
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