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RESUMO

SANTANA, |.R. Efeitos cardiovasculares do (-)-isopulegol em animais normotensos e
hipertensos, Dissertacéo (Mestrado em Ciéncias da Saude), - Programa de Pés-Graduacao
em Ciéncias da Saude (PPGCS), Universidade Federal de Sergipe, Aracaju-SE, p. 100.
2024.

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) ¢ um fator de risco para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (DCVs). Apesar da existéncia de terapias farmacologicas
tradicionais, a morbimortalidade por DCVs persiste como um desafio global. Motivando a
investigacdo das propriedades biologicas de plantas, especialmente dos terpenos, como
abordagem terapéutica, gracas a seus amplos efeitos bioldgicos sobre o sistema
cardiovascular. O (-)-isopulegol ((-)-ISO) ¢ um monoterpeno e possui propriedades anti-
inflamatoria, antioxidante e bloqueadora de canais para calcio descritas na literatura. Dessa
maneira, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos cardiovasculares do (-)-ISO em
animais normotensos e hipertensos. Para isso, foram utilizados 76 ratos Wistar machos
normotensos e hipertensos (induzidos por L-NAME 20 mg/kg por 7 dias) (CEUAS:
2521170223/ 9546170223/1239150223). Medidas de pressdo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) foram realizadas antes e ap6s a administracdo intravenosa de
diferentes doses de (-)-ISO (1; 5; 10 e 20 mg/kg) e das ferramentas farmacologicas: atropina
(ATR 2 mg/kg), indometacina (INDO 5 mg/kg), hexametonio (HEXA) e L-NAME (20
mg/kg) em ratos normotensos. Ratos hipertensos receberam (-)-ISO oral (200 mg/kg) e
foram avaliados por 48 horas. Estudos in vitro foram realizados utilizando artéria
mesentérica superior de ratos normotensos para avaliar a responsividade vascular a (-)-ISO
(102-10°°M), bem como para elucidar os mecanismos de agdo associados as vias
independentes do endotélio (K* e Ca?"). Os resultados demonstraram que o (-)-ISO induziu
resposta hipotensora e bradicardica em ratos normotensos. Os bloqueios com ATR ou HEXA
reduziram a bradicardia, sugerindo a participagdo dos receptores nicotinicos e ativagao
indireta dos muscarinicos nas respostas bradicardicas induzidas pelo (-)-ISO. Ja o bloqueio
com L-NAME reduziu apenas a hipotensdo na dose 10 mg/kg. Além disso, a administragdo
oral de (-)-ISO 200 mg/kg reduziu a hipertensdo de forma sustentada por 48 horas. Os
estudos in vitro destacaram que a resposta hipotensora pode estar associada ao efeito
vasorrelaxante independente do endotélio, sugerindo a atua¢do do (-)-ISO na inibi¢do dos
canais para célcio sensiveis a voltagem do tipo L, interacdo com os receptores IP3 e na
sensibilizacdo da maquinaria contratil na musculatura lisa vascular. Esses achados sugerem
que o (-)-ISO é um candidato promissor para futuros estudos e terapias farmacologicas.

Palavras-chaves: (-)-Isopulegol. Hipertensao arterial. Monoterpeno. Vasorrelaxamento.



ABSTRACT

SANTANA, LR. Cardiovascular effects of (-)-isopulegol in normotensive and
hypertensive animals, Dissertation (Master's in Health Sciences), - Graduate Program
in Health Sciences (PPGCS), Federal University of Sergipe, Aracaju-SE, p. 100. 2024.

Systemic arterial hypertension (SAH) is a risk factor for the development of cardiovascular
diseases (CVDs). Despite the availability of traditional pharmacological therapies, CVD
morbidity and mortality remain a global challenge. This has spurred the investigation of the
biological properties of plants, particularly terpenes, as a therapeutic approach due to their
extensive biological effects on the cardiovascular system. (-)-lIsopulegol ((-)-1SO) is a
monoterpene with documented anti-inflammatory, antioxidant, and calcium channel-
blocking properties. Therefore, the aim of this study was to evaluate the cardiovascular
effects of (-)-ISO in normotensive and hypertensive animals. For this purpose, 76
normotensive and hypertensive male Wistar rats (hypertension induced by L-NAME 20
mg/kg for 7 days) were used (CEUAS: 2521170223/9546170223/1239150223). Mean
arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) were measured before and after intravenous
administration of various doses of (-)-1SO (1, 5, 10, and 20 mg/kg) and pharmacological
agents: atropine (ATR 2 mg/kg), indomethacin (INDO 5 mg/kg), hexamethonium (HEXA),
and L-NAME (20 mg/kg) in normotensive rats. Hypertensive rats received oral (-)-1SO (200
mg/kg) and were evaluated over 48 hours. In vitro studies were conducted using the superior
mesenteric artery of normotensive rats to assess vascular responsiveness to (-)-1SO (102-10°
®M) and to elucidate the mechanisms of action associated with endothelium-independent
pathways (K* and Ca?"). The results demonstrated that (-)-ISO induced hypotensive and
bradycardic responses in normotensive rats. Blockade with ATR or HEXA reduced
bradycardia, suggesting the involvement of nicotinic receptors and indirect activation of
muscarinic receptors in the bradycardic responses induced by (-)-1SO. However, blockade
with L-NAME reduced only hypotension at the 10 mg/kg dose. Additionally, oral
administration of (-)-ISO 200 mg/kg reduced hypertension in a sustained manner for 48
hours. In vitro studies highlighted that the hypotensive response may be associated with an
endothelium-independent vasorelaxant effect, suggesting that (-)-1SO acts by inhibiting L-
type voltage-sensitive calcium channels, interacting with IP3 receptors, and sensitizing the
contractile machinery in vascular smooth muscle. These findings suggest that (-)-1SO is a
promising candidate for future studies and pharmacological therapies.

Keywords: (-)-1sopulegol. Arterial hypertension. Monoterpene. VVasorelaxation.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a World Heart Federation (WHF), as doencas cardiovasculares (DCVs)
emergem como a principal causa de morbimortalidade global. Em um periodo de
aproximadamente 30 anos, 0 numero de 6bitos aumentou de 12,1 milhdes em 1990 para 18,6
milhGes em 2019. Em 2021, as DCVs foram responsaveis por um total de 20,5 milhdes de
mortes (WORLD HEART FEDERATION, 2023).

No Brasil, até o inicio de dezembro de 2023, a Sociedade Brasileira de Cardiologia
(SBC) estimou que aproximadamente 373.000 pessoas perderam suas vidas devido a
complicacdes cardiovasculares, destacando a urgéncia de acdes eficazes para combater essa
crescente (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2023).

A hipertensao arterial sisttmica (HAS) € caracterizada pela elevacdo sustentada dos
niveis pressoricos, com valores de pressdo arterial sistélica (PAS) iguais ou superiores a 140
mmHg e pressdo arterial diastdlica (PAD) iguais ou superiores a 90 mmHg. Essa condicdo é
apontada como o principal fator de risco para mortalidade e desenvolvimento de DCVs,
contribuindo com 10,8 milhGes de mortes no mundo em 2021 (WORLD HEART
FEDERATION, 2023).

Apesar dos avancgos tecnoldgicos e da existéncia de variados farmacos para o
tratamento da HAS, eles ndo tém sido suficientes para reverter o nimero de casos e a
mortalidade. Esse cenario pode ser atribuido a fatores sociais, efeitos colaterais e a
complexidade da terapia combinada, que dificulta a adesdo dos pacientes aos tratamentos anti-
hipertensivos (PARATI et al., 2021). Diante das consideracGes apresentadas, € evidente a
necessidade da realizacdo de estudos adicionais com o propdsito de identificar novas terapias

farmacoldgicas para o tratamento da HAS.

O uso de plantas para o tratamento e prevencao de doencas € uma préatica ancestral que
acompanha a humanidade ha centenas de anos (DAFNI; BOCK, 2019). Além disso, possui um
papel essencial na investigacdo farmacoldgica e desenvolvimento de novos medicamentos
(BHATTI et al., 2022). Segundo Lima Melro (2019), o crescente numero de pesquisas
cientificas, comprovando a seguranca e eficicia de produtos naturais, juntamente com o
aumento do interesse por tratamentos menos invasivos, tem contribuido para a crescente adesdo

da populacéo brasileira a essas terapias.



Os metabdlitos secundarios sdo compostos bioativos amplamente encontrados em
plantas e tém sido alvo de estudos que, ao longo dos anos, tém validado seus efeitos bioldgicos.
Uma das classes mais prevalentes dentro desse grupo séo os terpenos, que sdo categorizados
em subclasses de acordo com o nimero de unidades de isopreno (C5) presentes em sua estrutura
(BHATTI et al., 2022). Dentro dessa categoria destaca-se 0S monoterpenos, cujas inumeras
propriedades bioldgicas sdo descritas na literatura, com énfase em seus efeitos sobre o sistema
cardiovascular, apresentando efeitos hipotensores, vasorrelaxantes, cardioprotetores,
bradicardicos, antiarritmicos, entre outros (SANTOS et al., 2011; SILVA et al., 2021a).

Entre os monoterpenos mais estudados, encontramos o isopulegol (ISO), um
monoterpeno alcodlico de aroma fresco e mentolado, comumente utilizado na industria
cosmética para a fabricacdo de perfumes. E encontrado em plantas como a cannabis, capim-
limdo, salvia, erva-cidreira e hortela. Estudos relatam suas atividades antinociceptiva
(PROSPERO et al.,, 2019), anti-inflamatoria (GUEDES et al.,, 2020) e antioxidante
(SANKARANARAYANAN; KALAIVANI, 2020). No entanto, os efeitos do 1SO sobre o

sistema cardiovascular ainda sdo pouco estudados e ndo estdo completamente elucidados.

Estudos demonstram que os isdmeros de ISO possuem propriedades cardioprotetoras
em modelo de hipertrofia cardiaca por meio de sua atividade antioxidante e anti-inflamatoria,
além de ter uma possivel acdo bloqueadora dos canais para calcio (FILHO, 2019). Essas sdo
propriedades importantes para a manutencao dos parametros cardiovasculares, especialmente,
da pressdo arterial (PA). Diante disso, o 1SO é um candidato promissor para a pesquisa €

desenvolvimento de novos farmacos anti-hipertensivos.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A pressao Arterial

A pressdo arterial (PA) é a medida da forca exercida pelo sangue contra as paredes das
artérias enquanto é bombeado pelo coracao e circula pelo corpo (DESAI, 2020). Ela é essencial
para garantir que o sangue seja transportado de maneira eficaz para fornecer oxigénio e
nutrientes aos tecidos do corpo (CHAUDHRY; MIAO; REHMAN, 2022).

A PA, é expressa por dois valores: a pressdo arterial sistolica (PAS) e a pressao arterial
diastolica (PAD). A PAS é a pressdo méxima exercida nas artérias durante a contracdo do
musculo cardiaco (sistole). J4 a PAD € a pressdo minima presente nas artérias durante o
relaxamento do musculo cardiaco (diastole). Alem disso, seus niveis sdo determinados por
fatores, como o débito cardiaco (DC) e a resisténcia vascular periférica total (RVPT)
(SECOMB, 2016; SHAHOUD; SANVICTORES; AEDDULA, 2023).

O DC é determinado pelo volume de sangue bombeado pelo cora¢do por minuto
(frequéncia cardiaca multiplicada pelo volume sistélico). Quanto maior o DC, maior seré a PA,
pois mais sangue estd sendo ejetado para as artérias (KING; LOWERY, 2023). Enquanto a
RVPT refere-se a resisténcia total ao fluxo sanguineo. Ela é influenciada por vérios fatores,
incluindo o didmetro das arteriolas (pequenas artérias), viscosidade do sangue e comprimento
total dos vasos sanguineos. Quanto maior a RVPT, maior sera a PA (DELONG; SHARMA,
2023).

Além desses fatores basicos, a PA é regulada por varios mecanismos fisiolégicos, com
destaque para:

Barorreflexo (curto prazo): E ativado em resposta a mudancas na PA detectadas por
receptores especializados chamados barorreceptores. Esses barorreceptores estdo localizados
em areas sensiveis as mudancas na PA, como o seio carotideo nas artérias carétidas e o arco
adrtico na aorta. Quando a PA aumenta ou diminui, os barorreceptores sdo estimulados,
enviando sinais nervosos para o centro de controle cardiovascular no tronco cerebral
(ARMSTRONG; KERNDT; MOORE, 2023; RIENZO et al., 2009).

Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) (longo prazo): Quando a PA cai
ou o fluxo sanguineo para os rins diminui, as células especializadas nos rins, chamadas células
justaglomerulares, secretam a renina na corrente sanguinea. A renina converte 0
angiotensinogénio, produzida pelo figado, em angiotensina, que € entdo convertida em
angiotensina 1l, pela enzima conversora de angiotensina (ECA), que é encontrada

principalmente nos pulmdes. A angiotensina Il tem varios efeitos que promovem o aumento da



PA, incluindo: Constricdo dos vasos sanguineos. Estimulo da liberacdo de aldosterona pelas
glandulas suprarrenais. Estimulo da sede e liberacdo de vasopressina (horménio antidiurético),
aumentando a reabsorcdo de agua pelos rins. A aldosterona é um horménio que promove a
reabsorcdo de sodio e &gua pelos rins e aumenta a excre¢do de potassio na urina que aumenta o
volume sanguineo e, consequentemente, a PA (ATLAS, 2007; FOUNTAIN; KAUR; LAPPIN,
2023).

2.2. Hipertensao

A hipertensdo arterial sisttmica (HAS), conhecida popularmente como pressao alta, é
uma condic¢do caracterizada por niveis presséricos iguais ou superiores a 140 mmHg (PAS) por
90 mmHg (PAD) (Quadro 1). E afeta milhGes de pessoas em todo o mundo, sendo um
importante fator de risco para uma variedade de DCVs, incluindo acidente vascular cerebral
(AVC) (LI et al., 2022), doenca arterial coronariana (WEBER et al., 2016) e insuficiéncia
cardiaca (KANNAN; JANARDHANAN, 2014).
Quadro 1 - Classificagdo da Pressdo Arterial: Valores que Delimitam as Categorias dos Niveis de Hipotensao,

Normais e Hipertensdo determinados pelas Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial (Adaptado de
BARROSO et al., 2021).

Categoria de PA PAS (mmHg) elou PAD (mmHg)
Otima <120 e < 80
Normal 120-129 elou 80-84
Pré-hipertensao 130-139 e/ou 85-89
Hipertensdo (Estagio 1) 140-159 e/ou 90-99
Hipertensédo (Estagio2) 160-179 e/ou 100-109
Hipertenséo (Estagio3) > 180 e/ou >110

A hipertensdo pode ser dividida em duas categorias principais: hipertensdo primaria
(ou essencial) e hipertensdo secundaria. A hipertensdo primaria é a forma mais comum de
hipertensdo e é caracterizada por uma PA elevada sem uma causa clara. E geralmente uma
condigcdo cronica que se desenvolve ao longo do tempo e pode estar relacionada a uma
combinacdo de fatores genéticos e ambientais (multifatorial). Por outro lado, a hipertensao
secundaria € uma forma menos comum de hipertensdo que é causada por uma comorbidade ou
habitos subjacentes, como doenca renal, distdrbios hormonais, apneia do sono, uso de certos
medicamentos ou ingestdo excessiva de alcool (HARRISON; COFFMAN; WILCOX, 2021).



O tratamento tradicional da HAS geralmente envolve uma combina¢do de mudangas
no estilo de vida e tratamento farmacoldgico, como diuréticos, inibidores da enzima conversora
de angiotensina (IECA), bloqueadores dos receptores de angiotensina Il (BRA), bloqueadores
dos canais para célcio (BCC), betabloqueadores, entre outros. No entanto, apesar da eficécia
desses farmacos, a HAS continua a ser um fator de risco significativo e um dos principais
contribuintes para morbidade e mortalidade global. Anualmente, cerca de 10,8 milhdes de
mortes evitaveis em todo o mundo sdo atribuidas a HAS, o que demonstra a necessidade de
abordagens mais eficazes e inovadoras para o tratamento e controle dessa condi¢gdo (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2023).

2.3. Sistema Nervoso Auténomo

O Sistema Nervoso Autdnomo (SNA) é um componente do sistema nervoso periférico
que regula funcdes involuntarias do corpo, como o controle da frequéncia cardiaca, respiracéo,
digestdo, pressdo arterial e outras funcbes automaticas que garantem a sobrevivéncia do
organismo. Ele atua constantemente, sem a necessidade de intervencdo consciente, e responde
a mudangas ambientais e internas para manter a homeostase. Além disso, subdivide-se em
sistema nervoso simpatico (SNS), parassimpatico (SNP) e entérico (SNE) (WAXENBAUM,;
REDDY; VARACALLO, 2023).

O SNS é frequentemente chamado de "sistema de luta ou fuga™ porque ¢ ativado em
situacdes de estresse, emergéncia ou excitacdo. Ele aumenta a frequéncia cardiaca, dilata o0s
brénquios, contrai 0s vasos sanguineos e libera glicose no sangue para fornecer energia rapida
para o corpo (ALSHAK; DAS, 2023). Por outro lado, o0 SNP é conhecido como o "sistema de
descanso e digestdo"”, pois € ativado em momentos de calma e relaxamento. Ele diminui a
frequéncia cardiaca, promove a digestdo e absorcdo dos alimentos, e estimula atividades

metabdlicas de longo prazo, como o armazenamento de energia (TINDLE; TADI, 2022).

As vias autonémicas sdo responsaveis por fazerem com que a transmissdo de
informac6es do sistema nervoso central (SNC) chegue até os 6rgaos efetores. Essas vias sao
constituidas pelos neurénios pré e pos-ganglionares. Os neurbnios pré-ganglionares simpaticos
e parassimpaticos secretam acetilcolina (Ach) que se liga em receptores colinérgicos nicotinicos
nas células pos-ganglionares. JA& os pods-ganglionares simpaticos em sua maioria secretam
noradrenalina (NA) para 0s receptores adrenérgicos, enquanto 0s pds-ganglionares
parassimpéaticos secretam ACh que se liga em receptores muscarinicos (figura 1)
(SILVERTHORN, 2017).
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Figura 1 - Organizacdo do sistema nervoso simpético e parassimpatico. ACh: acetilcolina; NA: Noradrenalina.
(Adaptado de SILVERTHORN, 2010).

2.4. Receptores Colinérgicos:

O termo "colinérgico” refere-se aos receptores que respondem ao neurotransmissor
acetilcolina. Existem dois tipos principais de receptores colinérgicos, classificados com base na
sua resposta a diferentes substancias: os receptores nicotinicos (NAChRS) e 0s receptores
muscarinicos (MAChRs), que sdo estimulados pelas drogas nicotina e muscarina,
respectivamente (TIWARI et al., 2013).

Os mAChRs sdo uma classe de receptores metabotropicos de proteinas G (GPCRS),
compostos por 7 subunidades (Figura 2), que, quando ativados, desencadeiam uma cascata de
reacdes intracelulares. Existem cinco subtipos de mAChRs, nomeadamente M1, M2, M3, M4
e M5, cada um expresso em diferentes regides do corpo e desempenhando fungdes fisiologicas
distintas (WESS, 1993) (Quadro 2).



Quadro 2 - Subtipos de Receptores Muscarinicos: Localizacdo e Funcionalidade. (Adaptado de BROADLEY;
KELLY, 2001).

Subtipo Localizacéo Funcionalidade

Despolarizacéo lenta

M1 Ganglio autbnomo; Controle motor
Cérebro (cortex cerebral). Memoria e atencdo
Regulacéo do ciclo sono-vigilia
M2 N sinoatrial Reducéo da frequéncia (cronotropia negativa)
Mdsculo liso do intestino; Contracéo
Mudsculo liso vascular Contracéo
M3 Endotélio; Liberacdo de NO e vasodilatacdo
Mdsculo liso glandular; Contracéo
Glandulas salivares; Salivacdo
Ma Utero de Cobaia; Contracéo
SNC Funcdes pouco claras
M5 Regibes Cerebrais Funcdes pouco claras

Os nAChRs sdo uma classe de receptores ionotropicos compostos por 5 subunidades,
(Figura 2). Esses receptores podem ser classificados em dois tipos principais: Os nAChR
musculares (NAChR-m) localizados principalmente no mdsculo esquelético na juncédo
neuromuscular. E 0s nAChR neurais (hnAChR-n), que sdo encontrados nos corpos celulares dos
neurdnios pos-ganglionares nos SNP e SNS (CARLSON; KRAUS, 2023; TALY et al., 2009).
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Figura 2 - Representacdo das estruturas dos receptores nicotinicos e muscarinicos. (Adaptado de FELDER et al.,
2000).

2.5. Receptores Adrenérgicos

Os receptores adrenérgicos sao uma classe de receptores de proteinas encontrados em
celulas-alvo que séo ativadas pela epinefrina (adrenalina) e norepinefrina (noradrenalina) no
SNS (Figura 1). Além disso, podem ser divididos em dois tipos principais, alfa (o) e beta (B),
que por sua vez sao subdivididos em varias subcategorias (al, 02, f1, B2, etc.). Cada subtipo
tem uma distribuicdo especifica nos tecidos e 6rgdos do corpo, e desempenha papéis
fisiologicos distintos (Quadro 3). (SMALL; MCGRAW:; LIGGETT, 2003)

Quadro 3 - Subtipos de Receptores Adrenérgicos: Localizagdo e Funcionalidade. (Adaptado de MASUO, 2010)

Subtipo Localizacéo Funcionalidade
Mdsculo cardiaco Efeito inotrdpico positivo

Vasos sanguineos 3 )
Contracdo da musculatura lisa vascular

al periféricos
Musculatura lisa do trato )
o Contracéo
urinario
Inibicdo da secrecdo de insulina, indugao
a2 Pancreas e gastrointestinal da liberacdo de glucagon e contracdo dos
esfincteres
Coracéo Efeitos cronotrdpicos e inotropico positivo

B1

Rins Liberacdo de renina



Pulmdes Broncodilatagdo
Mdsculo liso vascular Vasodilatagao
p2 Utero Relaxamento da musculatura lisa uterina
] Aumento da glicogendlise hepatica e
Figado 5 o
secrecdo de insulina
B3 Tecido adiposo Estimulo da lipolise

2.6. Mecanismos de Contracdo do Musculo Liso

A contracdo do musculo liso é dependente de Ca?* e geralmente é desencadeada por
despolarizagdo ou pela ativacdo de hormoénios ou neurotransmissores como a ACh ou
epinefrina. Quando o estimulo inicial é recebido, ele causa um aumento na concentracdo de
calcio intracelular. O Ca®" é um ion chave no processo de contragdo muscular, pois se liga a
uma proteina chamada calmodulina, formando um complexo calcio-calmodulina (CaM). O
CaM ativa uma enzima chamada miosina-quinase. Esta enzima fosforila a miosina, uma
proteina contrétil presente nas células musculares, promovendo sua ativa¢do. A miosina ativada
se liga a actina, outra proteina contratil, e forma um complexo de miosina-actina. Isso leva a
contracdo do musculo, a medida que as cabecas de miosina giram, puxando a actina em dire¢do
ao centro da célula muscular (HAFEN; BURNS, 2023).

Apos a contracdo do masculo liso, a concentracdo de calcio intracelular é reduzida por
meio de bombas de calcio na membrana plasmatica e no reticulo sarcoplasmatico. A miosina
que foi fosforilada durante a contracdo é desfosforilada pela acdo de uma enzima chamada
miosina fosfatase que inativa a miosina e ocorre o relaxamento muscular. A actina e a miosina

voltam ao seu estado inativo e o musculo se relaxa (GASH et al., 2023) (Figura 3).
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Relaxamento

A
Calt — Ca* .
a. ° Miosina
— /@ Fosfatase

MLCK
MLCK Ativa

Figura 3 - Representacdo do Mecanismo de Contragdo na Célula Muscular Lisa (Adaptado de GUYTON e HALL,
2017). Ca?* - fon célcio: elemento chave no processo de contragdo muscular, ligando-se a calmodulina para ativar
a miosina-quinase. CaM — calmodulina: proteina que, ao se ligar ao calcio, ativa a miosina-quinase. MLCK -
Miosina Quinase de Cadeia Leve: enzima que fosforila a miosina, permitindo a sua interagcdo com a actina. P -
Fosfato - grupo quimico adicionado a miosina pela MLCK, essencial para a ativagdo da miosina. MLC — Miosina
de cadeia leve: proteina que, quando fosforilada pela MLCK, permite a interacdo da miosina com a actina, levando
a contracdo muscular.

v
L)

2.7. Participacédo do Endotélio no Vasorrelaxamento

As artérias consistem em trés camadas distintas: a camada adventicia, a camada média
e a camada intima, esta Ultima dividida em lamina elastica interna, lamina basal e endotélio
(Figura 4). Por muito tempo, o endotélio foi considerado um tecido exclusivamente destinado
ao revestimento do sistema vascular (MONCADA, 2018). No entanto, no estudo desenvolvido
por Furchgott & Zawadzki (1980), foi observado que o relaxamento promovido pela
acetilcolina em anéis aorticos de coelho era dependente da presenca de endotélio vascular e
mediado por uma substancia que mais tarde seria conhecida como Oxido nitrico (NO),
(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; MONCADA,; HIGGS, 2006). Atualmente, sabe-se que
as células endoteliais ndo apenas compdem a camada de revestimento mais intima dos vasos,
mas também desempenham um papel crucial em processos como a angiogénese, coagulacéo,
agregacdo plaquetéria e regulacdo do ténus vascular, sendo essenciais para a regulacdo da
homeostase vascular (DE MELO GHISI et al., 2010).
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Figura 4 - Representacdo esquematica da estrutura das artérias. (Adaptado de KLOC; GHOBRIAL, 2014).

A camada endotelial tem a capacidade de sintetizar e liberar véarias substancias que
influenciam diretamente a musculatura lisa vascular, incluindo o NO, os fatores
hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF) e as prostaciclina (PGlz), que promovem o
relaxamento do masculo liso (GALLEY; WEBSTER, 2004).

2.8. Oxido Nitrico (NO)

O NO é uma molécula gasosa e atua como um importante mensageiro molecular que
desempenha diversos processos fisiologicos, como vasodilatacdo, respostas imunes, apoptose,
reproducdo, neurotransmissao, entre outros. A principal fonte de NO no corpo € a sua producao
por via endotelial. Esse processo envolve a 6xido nitrico sintase (NOS), que catalisa a conversdo
do amino&cido L-arginina em L-citrulina e NO (ANDRABI et al., 2023). Existem trés subtipos
de NOS: NOS neuronal (nNOS), encontrada em neurénios especificos do SNC e SNP. NOS
induzivel (iNOS), expressa em células do sistema imunoldgico. E NOS endotelial (eNOS)
encontrada no endotélio (FORSTERMANN; SESSA, 2012).

A producdo de NO pela enzima eNOS pode ser desencadeada por estimulos fisicos,
como o estresse de cisalhamento (NOSAREV et al., 2014), ou quimicos, como a ativagado por
agonistas vasodilatadores. Na principal via, a ligacdo de um mensageiro ao receptor endotelial
ativa a proteina Gq, levando a ativacdo subsequente da fosfolipase C-p (PLC-B). A PLC-B entao
catalisa a hidrdlise do fosfolipido fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em inositol 1,4,5-

trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IPs liberado ativa os receptores de IPs no reticulo
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sarcoplasmatico, resultando na liberacdo de Ca?* para o citosol. O Ca?" liberado se liga a
calmodulina, formando o CaM. Esse complexo ativa a eNOS, promovendo a conversdo de
arginina em NO e citrulina. O NO produzido difunde-se para as células musculares lisas
adjacentes. L4, ele interage com a guanilato ciclase (GC), ativando-a. A GC converte 0
guanosina trifosfato (GTP) em monofosfato de guanosina ciclico (cGMP). O cGMP, por sua
vez, ativa a proteina quinase G (PKG), que fecha os canais para Ca?" resultando na diminuic&o
da concentragédo de calcio intracelular. Além disso, a PKG inibe a quinase de cadeia leve de

miosina (MLCK), promovendo a desfosforilagdo da cadeia leve de miosina e,

consequentemente, o relaxamento da musculatura lisa vascular (ZHAO; VANHOUTTE;
LEUNG, 2015) (Figura 5).

Célula Muscular Lisa

Vasodllata(;ao

- .1
eNOS iv 1‘
cGMP _y

Citrulina

Figura 5 - Representacdo do Mecanismo de Producdo de NO. (Adaptado de DESPOPOLOUS, 2003). M —
Mensageiro. R - Receptor. Gq — Proteina Gq: proteina que, quando ativada por um receptor, estimula PLC-p para
desencadear a sinalizagdo intracelular através da producéo de IP; e DAG. PLC-B - Fosfolipase C-B: enzima que
catalisa a hidrolise PIP, em IP; e DAG. PIP2: Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato - fosfolipido de membrana que é
hidrolisado pela PLC-p para formar IP; e DAG. DAG: Diacilglicerol - molécula que, junto com IPs, é produzida
a partir da hidrélise de PIP, pela PLC-B. 1P3: Inositol 1,4,5-trifosfato - molécula que ativa os receptores de IP3 no
reticulo sarcoplasmatico, resultando na liberagio de Ca?* para o citosol. Ca?*: Célcio - ion chave no processo de
sinalizacdo celular. CaM: Calmodulina - proteina que se liga ao Ca?*, formando um complexo que ativa a eNOS.
eNOS: Oxido Nitrico Sintase Endotelial - subtipo de NOS encontrado no endotélio que catalisa a conversio do
aminoacido L-arginina em L-citrulina e NO. NO — Oxido nitrico: mensageiro molecular que ativa a GC. GC:
Guanilato Ciclase - enzima que converte 0 GTP em cGMP. cGMP: Monofosfato de Guanosina Ciclico - molécula
que ativa a PKG. PKG: Proteina Quinase G - enzima que fecha os canais para Ca?* e inibe a MLCK, resultando
na desfosforilacdo da cadeia leve de miosina e no relaxamento da musculatura lisa vascular.
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2.9. Disfuncéo Endotelial e Hipertenséo

A disfuncdo endotelial, por sua vez, pode ser definida como um conjunto de alteracoes
fisiologicas que afetam o endotélio, resultando em um desequilibrio na liberagdo dos
mediadores que regulam o tonus vascular e outras fungdes do endotélio (DE CARVALHO;
COLACO; FORTES, 2006). Doencas cardiovasculares, especialmente a hipertensdo, estéo
diretamente ligadas a essa disfuncédo, juntamente com fatores associados ao estilo de vida, ao
tabagismo e sedentarismo. E interessante notar que essa disfuncdo, ao invés de ser somente
causada por uma complicagédo cardiovascular, muitas vezes a precede e pode contribuir para o
desenvolvimento de DCVs (ENDEMANN; SCHIFFRIN, 2004).

No caso da HAS, a disfungdo endotelial pode levar a reducdo da vasodilatacdo, o que
pode estar relacionado ao aumento da liberacdo de fatores contrateis derivados do endotélio,
como a prostaglandina H2 (PGH?>) e a angiotensina Il (Ang I1). Além disso, outros fatores que
podem contribuir incluem a diminuigéo da responsividade das células musculares lisas ao NO,
a diminuicdo da expressdo da atividade da guanilil ciclase soluvel e a liberacdo de fatores
hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF) (CARVALHO et al., 2001).

2.10. Plantas Medicinais e Metabolitos Secundarios

De acordo com Petrovska, (2012) a cura com plantas medicinais € uma prética tao
antiga quanto a propria humanidade. Desde os primordios das civilizagGes, os seres humanos
tém utilizado plantas para tratar diversas doencas e promover a salde. Este conhecimento foi
transmitido de geracdo em geracdo, formando a base das praticas de medicina tradicional que
ainda sdo amplamente utilizadas em muitas partes do mundo. A base cientifica para o uso de
plantas medicinais na medicina tradicional sdo os efeitos bioldgicos promovidos pelos
metabdlitos secundarios (HUSSEIN et al., 2018).

Os metabdlitos secundarios séo produzidos por uma grande diversidade de plantas.
Além de serem amplamente utilizados pela industria cosmética e de produtos de saude, é
apontado como uma das principais fontes associadas a essas propriedades bioldgicas advindas
das plantas. Dentre os principais grupos de metabdlitos secundarios estdo os polifendis,
alcaloides e os terpenos que possuem na literatura uma ampla quantidade de estudos que

caracterizam suas propriedades bioldgicas (ZHANG et al., 2021).

Os terpenos sdo 0os metabdlitos secundarios mais abundantes em dleos essenciais de
plantas (SOMMANO et al., 2020). E sdo classificados de acordo com a sua unidade estrutural
que é composta por unidades constituidas por cinco atomos de carbono (5C), denominadas de
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unidades de isopreno. Essas categorias de terpenos se subdividem da seguinte forma:
hemiterpenos (5C) formados por uma Unica unidade isoprendide, mono (10 C), sesqui (C15),
di (C20), seste (C25), tri (C30), tetra (C40) e os politerpenos que sdo os terpenos formados por
mais de 40 unidades de isopreno (TETALI, 2019).

2.11. Monoterpenos
Os monoterpenos constituem a maior, mais diversa e mais estudada classe dos
terpenos. E seus derivados podem subdividir-se em aciclicos (linalool, nerol, e citronelol),
ciclicos (timol, limoneno e (-)-mentol) ¢ biciclico (mirtenol, a-pineno e (-)-borneol). Ademais,
possuem diversas acOes bioativas descritas na literatura, dentre as quais, destaca-se, as
propriedades  anti-inflamatdrias,  antioxidantes,  anticancerigenas,  antimicrobianas,
neuroprotetoras, entre outros (ZIELINSKA-BLAJET; FEDER-KUBIS, 2020).

Além das propriedades supracitadas, 0s monoterpenos possuem uma vasta descricao
de suas propriedades terapéuticas sobre o sistema cardiovascular. Costa (2021) verificou em
seu estudo que o uso oral e diario de carvacrol (20 mg/kg) por si s6 tem acgéo hipotensora sobre
a pressdo de ratos espontaneamente hipertensos e ainda evidenciou que o esse efeito pode ser
potencializado se associado ao treinamento fisico aerobio. Marinho (2022) descreveu a acdo
antiarritmica do D-limoneno complexado em hidroxipropil-p-ciclodextrina em modelo animal
de arritmia induzida por Bay K 8644 e atestou que esse monoterpeno é capaz de reduzir

arritmias e prevenir a taquicardia.

Silva (2021) demonstrou as atividades bioldgicas de 16 diferentes monoterpenos sobre
doencas cardiovasculares e foram verificadas ac6es sobre a hipertensao, infarto do miocardio,
hipertensdo pulmonar, hipertrofia cardiaca e arritmia. Sugerindo que os monoterpenos sdo
compostos promissores para o desenvolvimento de terapias farmacoldgicas para o tratamento e
prevencédo de doengas e complicacdes cardiacas. Alem disso, Santos (2011) também descreveu
em seu trabalho diferentes tipos de monoterpenos e suas respectivas propriedades bioldgicas
sobre o sistema cardiovascular, dentre as quais é possivel destacar os efeitos hipotensor,

vasorelaxante, antiarritmico e cardioprotetor.

2.12. Isopulegol (1SO)

Dentre 0s monoterpenos encontramos o isopulegol, um monoterpeno monociclico
(Figura 6) com peso molecular 154,25g /mol (ANDRADE PROSPERO et al., 2018). Que
ocorre majoritariamente em Salvia (Salvia sp.) (URGEOVA et al., 2023) e é encontrado em
outras plantas como horteld-pimenta (Mentha piperita) (BULEANDRA et al., 2016), menta
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(Mentha pulegium) (MONTENEGRO et al., 2020), cannabis (Cannabis sativa L.) (CHACON
etal., 2022), erva-doce (Foeniculum vulgare) (SHAROPOV et al., 2017), eucalipto (Eucalyptus
sp.) (GHAFFAR et al., 2015), capim-limdo (Cymbopogon citratus) (HAQUE; REMADEVI,
NAEBE, 2018), erva-cidreira (Melissa officinalis L.) (BOUNIHI et al., 2013), entre outras
(SANKARANARAYANAN C; KALAIVANI K, 2021).

CH,

_\\\‘

HZC—\

CH,
OH

Figura 6 -Estrutura quimica do (-)-isopulegol. (Adaptado de FILHO, 2019).

Ademais, é frequentemente utilizado como uma matéria-prima para a sintese de outros
compostos organicos, incluindo perfumes e produtos de higiene pessoal, bem como sabores
alimentares e fragrancias (BHATIA et al., 2008). Por exemplo, é empregado como
intermediario sintético na producdo de mentol, que é amplamente utilizado em produtos para
alivio de dores musculares e como aromatizante em produtos de cuidados pessoais e na inddstria
alimenticia (DYLONG et al., 2022). Além da sua relevancia para a area industrial, o 1SO

apresenta diversas evidéncias de potencial terapéutico descritas na literatura (Quadro 4).

Quadro 4 - Estudos com Isopulegol: Modelos Animais, Atividade Bioldgica e Doses Utilizadas

Referéncia Animal/modelo Atividade Dose/via
Biol6gica
antiedematogénica 1,5,10

(RAMOS et al., 2020) Camundongo/Inflamacao o .
e anti-inflamatéria ~ mg/kg/v.o.

(KANG et al., 2021) Camundongo/Parkinson Neuroprotecédo -

Anticonvulsivante,
100 e 200

(SILVA et al., 2009b) Camundongo/Epilepsia neuroprotetor, )
mag/kg/i.p.

antioxidante
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25,50, 100 e
Camundongo/Lesao
(SILVA et al., 2009a) o Gastroprotetor 200
géstrica
mg/kg/v.o.
(SANKARANARAYANA ) o 100 e 200
Rato/Diabetes Antioxidante
N; KALAIVANI, 2020) mg/kg/v.o.
(KALAIVANI;
_ ) ) 50, 100, 200
SANKARANARAYANA Rato/Diabetes Insulinotrofico
mg/kg/v.o.
N, 2021)
0,78; 1,56;
(ANDRADE PROSPERO Camundongo/ o 3,12; 6,25;
) Antinociceptiva

etal., 2018) Nocicepcdo e Inflamacéo 12,5 and

25 mg/kg/v.o.
Camundongo/Ac0es do Depressor e 25e 50
(SILVA et al., 2007) ) oo )
Sistema Nervoso Central Ansiolitico mg/kg/i.p.

No entanto, o potencial do ISO sobre o sistema cardiovascular ainda € pouco
explorado. Em seu trabalho, Filho (2019) demonstrou que os isdmeros do ISO foram capazes
de agir como blogueadores dos canais para calcio tipo L e de atenuarem a hipertrofica cardiaca
guando administrados em ratos por 7 dias na dose 50 mg/kg/dia/i.p. Promovendo a reducgédo do
estresse oxidativo, de mediadores inflamatorios, da corrente de célcio tipo-L e transiente

intracelular do calcio em cardiomiécitos isolados.

Essas propriedades terapéuticas apresentadas pelo ISO sdo fundamentais no
tratamento de DCVs, especialmente, da HAS. Esta condigéo, pode ser exacerbada pela presenca
de radicais livres e inflamacdo, que podem levar a disfuncdo endotelial e consequentemente
resultar na perda da producdo de fatores relaxantes endoteliais, incluindo o NO, que
normalmente ajudam a manter a vasodilatacao e a pressao arterial em niveis normais. A redugédo
da vasodilatagdo e a elevacdo da resisténcia vascular periférica sdo determinantes para
hipertensdo arterial (NASRI; BARADARAN; RAFIEIAN-KOPAEI, 2014; ZHANG et al.,
2022).

A capacidade do ISO de bloquear os canais de célcio é outra caracteristica importante.

O Ca?" é um ion essencial para a contragdo muscular, incluindo a dos vasos sanguineos. Ao



17

inibir os canais para Ca?*, o ISO, especialmente o seu isémero (-)-, pode promover a

vasodilatacéo e ajudar a reduzir a resisténcia vascular periférica e, portanto, a pressao arterial.
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3. OBJETIVOS:
3.1. Geral:

Avaliar os efeitos cardiovasculares do (-)-isopulegol em animais normotensos e hipertensos.

3.2. Especificos:

In vivo:
Caracterizar:

- Os efeitos da administragdo intravenosa aguda (i.v.) do (-)-1SO puro na pressao

arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos normotensos;

- Os mecanismos de acdo envolvidos nos efeitos do (-)-1SO na PAM e na FC em ratos

normotensos: participacdo muscarinica, nicotinica, 6xido nitrico e ciclooxigenase;

- Os efeitos da administracdo oral subaguda (v.0.) de (-)-1SO puro na PAM e na FC

em ratos hipertensos.

In vitro:
Avaliar:

- Os efeitos do (-)-1SO na reatividade vascular da artéria mesentérica superior de ratos
normotensos;

- Os mecanismos de acdo envolvidos nos efeitos do (-)-1SO sobre a reatividade
vascular de ratos normotensos: papel do endotélio, participacdo dos canais para calcio de
membrana e intracelular, participacdo dos canais para potassio e envolvimento da maquinaria

contratil.
In silico:

- Avaliar a interacdo molecular com os receptores nicotinicos e canais para calcio tipo
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4. METODOLOGIA:

4.1. Animais:

Foram utilizados 76 ratos da linhagem Wistar (espécie: Rattus norvegicus) (Figura 7),
sendo 36 para os protocolos intravenosos (CEUA: 2521170223), 18 para os protocolos orais
(CEUA: 9546170223) e 22 para os protocolos in vitro (CEUA: 1239150223), com intervalo de
peso compreendido entre 250-300g. Esses animais foram adquiridos por intermédio do biotério
setorial localizado no Departamento de Fisiologia (DFS) da Universidade Federal de Sergipe
(UFS), foram alojados no biotério do Laboratorio de Farmacologia Cardiovascular (LAFAC)
(regulamentado no CIUCA/CONCEA) em gaiolas de polipropileno (258 cm2 x 17,8 cm) e
subdivididos em grupos de no maximo 5 animais por gaiola. Todos os animais foram
submetidos as mesmas condi¢cdes ambientais, incluindo temperatura (23 + 2°C), umidade,
ruido, ciclo claro-escuro de 12 horas (06:00-18:00 horas) e tiveram acesso continuo a ragao

comercial (Nuvilab; Quimtia) e agua filtrada ao longo de todo o periodo experimental.

Os protocolos experimentais foram iniciados somente apds a aprovacao da Comissao
de Etica no Uso de Animais da UFS (CEUA/UFS) e respeitaram todos os critérios éticos
preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL).
Certificados em Anexo

Figura 7 - Ratos Wistar. Fonte: Autor
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O quadro 5 detalha as principais ferramentas farmacoldgicas utilizadas para a

avaliacdo dos mecanismos de acdo subjacentes as respostas cardiovasculares induzidas pelo (-

)-1SO.

Quadro 5 — Ferramentas Farmacologicas Utilizadas no Estudo: Peso Molecular e Mecanismo de Agéo

Sadio

Ferramentas Peso Molecular Mecanismo de )
. B Referéncia
Farmacoldgicas (g/mol) Acdo
L-NAME o .
T 260,60 Inibidor da sintese (PFEIFFER et al.,
(No-Nitro- -arglnln(-e , de NO 1996)
methyl ester hydrochloride)
Antagonista
competitivo ndo
Sulfato de Atropina 694,83 seletivo dos (BOLTON, 1977)
receptores
muscarinicos
Antagonista dos
receptores
Cloreto de .
o 273,29 nicotinicos e (FORD, 1962)
Hexametonio
bloqueador
ganglionar
Inibidor da
Indometacina 357,79 ciclooxigenase (MITC:';;;‘ etal,
(COX)
Agonista dos
Cloreto de
- 181,66 receptores (BYLUND, 2007)
Acetilcolina _ .
colinérgicos
Cloridrato de Agonista al- (DEFILY;
L(-)Fenilefrina 203,70 adrenérgico NISHIKAWA,
J CHILIAN, 1999)
Bloqueador dos
Tetraetilamoénio 165.7 a ) (LENAEUS etal.,
' canais para K* 2005)
Ortovanadato de L8301 Inibidor da miosina (YAYAMA et al.,

fosfatase

2014)
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Agonista do canal

(S)-(-)-Bay-K8644 356,30 para Ca** sensivel a | (SAITO et al., 1986)
voltagem

4.3. Solugdes nutritivas:

As Tabelas 1 a 6 apresentam as composicoes das diferentes solugGes nutritivas
utilizadas nos experimentos. No preparo das solucdes de Tyrode com 20, 60 ou 80 mM de KCl,
a concentracdo de NaCl foi ajustada para garantir que todas as solugdes fossem isotonicas e que
as células estudadas estivessem expostas a condicdes osmoticamente equilibradas. Essa

condicdo é fundamental para manter a integridade e a funcédo celular durante os experimentos.

Tabela 1 - Substancias presentes na solug@o nutritiva de Tyrode, com suas concentra¢des correspondentes

Substancia Peso Molecular (g/mol) Concentracao (mM)
NaCl 58,44 158,3
KCI 74,55 4,0
CaCly 203,3 2,0
MgCl; 147,01 1,05
NaHCOs 84,00 10,0
NaH2PO4 137,99 0,42
Glicose 180,15 5,6

Fonte: (TANAKA et al., 1999)

Tabela 2 - Substancias presentes na solugdo nutritiva de Tyrode nominalmente sem Calcio, com suas

concentragdes correspondentes

Substéncia Peso Molecular (g/mol) Concentracao (mM)
NaCl 58,44 158,3
KCI 74,55 4,0
CaCl; - -
MgCl; 147,01 1,05
NaHCOs 84,00 10,0
NaH2PO4 137,99 0,42

Glicose 180,15 5,6
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Tabela 3 - Substancias presentes na solugdo despolarizante de Tyrode com cloreto de potassio a 80 mM com

suas concentragdes correspondentes

Substancia Peso Molecular (g/mol) Concentragao (mM)
NaCl 58,44 82,3
KCI 74,55 80,0
CaCl 203,3 2,0
MgCl; 147,01 1,05
NaHCOs 84,00 10,0
NaH2PO4 137,99 0,42
Glicose 180,15 5,6

Tabela 4 - Substancias presentes na solugdo despolarizante de Tyrode com cloreto de potassio a 60 mM com suas

concentragdes correspondentes

Substancia Peso Molecular (g/mol) Concentragéo (mM)
NaCl 58,44 102,3
KCI 74,55 60,0
CaCl 203,3 2,0
MgCl, 147,01 1,05
NaHCOs 84,00 10,0
NaH2PO4 137,99 0,42
Glicose 180,15 5,6

Tabela 5 - Substincias presentes na solucdo despolarizante de Tyrode com cloreto de potassio a 60 mM

nominalmente sem calcio com suas concentragdes correspondentes

Substancia Peso Molecular (g/mol) Concentracdo (mM)
NaCl 58,44 102,3
KCI 74,55 60,0
CaCl; - -
MgCl; 147,01 1,05
NaHCOs 84,00 10,0

NaH2PO4 137,99 0,42




23

Glicose 180,15 5,6

Tabela 6 - Substancias presentes na solug@o despolarizante de Tyrode com cloreto de potassio a 20 mM com suas

concentragdes correspondentes.

Substancia Peso Molecular (g/mol) Concentragédo (mM)
NaCl 58,44 102,3
KCI 74,55 20,0
CaCl 203,3 2,0
MgCl> 147,01 1,05
NaHCOs 84,00 10,0
NaH2PO4 137,99 0,42

Glicose 180,15 5,6

4.4, Categorizagao dos grupos experimentais:

4.4.1. Tratamento Agudo (i.v.):

Os animais normotensos submetidos ao tratamento agudo foram subdivididos em 6
grupos:

l. (-)-1SO (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v. n = 6);

Il. Salina- NaCl 0,9% + Tween 80 (0,2%) (n = 6);

I1l.  Atropina (2 mg/kg) + (-)-1SO (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v. n = 6);

V. Hexametonio (20 mg/kg) + (-)-1SO (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v. n = 6);

V. L-NAME (20 mg/kg) + (-)-1SO (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v. n = 6);

VI. Indometacina (5 mg/kg) + (-)-1SO (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v. n = 6).

4.4.2. Tratamento Subagudo (v.0.):

Os animais hipertensos foram subdivididos em 3 grupos para avaliagéo do efeito do
tratamento oral:

l. (-)-1SO puro (200 mg/kg) (n = 6);

VII.  Controle (Salina- NaCl 0,9% + Tween 80 (0,2%) (n = 6);

I. Nifedipina (NIF) (10 mg/kg) (n = 6).
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4.4.3. Invitro:

Para avaliagdo do efeito do (-)-1SO sobre a reatividade vascular, os animais foram
subdivididos em 10 grupos:

l. (-)-1SO (106-10?), com endotélio (E*) (n = 6);

. (-)-1SO (10%-10?), sem endotélio (E") (n = 6);

. (-)-1SO (10°-10%) + KCI 20 mM, sem endotélio (E") (n = 6);

IV.  (-)-1SO (10-102) + TEA 1 mM, sem endotélio (E") (n = 6);

V. (-)-1SO (106-10?) + KCI 80 mM, sem endotélio (E’) (n = 6);

VI.  (-)-1SO (1073, 3x10 ou 1072 + CaCl, (10 -10° M), sem endotélio (E") (n =

18);

VII.  (-)-1SO (105-10?) + Bay-K, sem endotélio (E) (n = 5);

VIIL.  (-)-1SO (103, 3x10 ou 10?) + FEN 1pM, sem endotélio (E’) (n = 5);

IX.  (-)-1SO (103, 3x107 ou 102) + NasVO4 (10°-10"2) sem endotélio (E) (n = 18).

4.5. Procedimentos Experimentais “in vivo”:

4.5.1. Inducéo da hipertensao:

Para a inducéo da hipertenséo os animais foram tratados via gavagem com L-N“-Nitro
arginine methyl ester (L-NAME/20 mg/kg) ou solucéo veiculo (salina — NaCl 0,9% + Tween
80 — 0,2%), uma vez ao dia, durante 7 dias consecutivos. No ultimo dia de inducdo, os animais
dos respectivos grupos passaram pelo procedimento cirdrgico de cateterizacdo da artéria e veia
femorais (Figura 8). A inducéo da hipertensdo com L-NAME j& é bem estabelecida na literatura,
e 0 mecanismo de acdo envolvido nesse processo é o blogqueio da sintese de 6xido nitrico (NO)

nas arterias de grande e pequeno didmetro (PAULIS et al., 2008).

Cirurgia de
Cateterizacio

® @ @ @ @ @ ‘ @
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 128
L Y )
Inducio da hipertensio (L-NAME-20 mg/kg/v.o) Inicio dos
Protocolos
Experimentais

Figura 8 - Esquema do delineamento experimental para indugdo da hipertensdo e cirurgia de cateterizacdo. D-dia.
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4.5.2. Cirurgia de cateterizagao:

Os animais foram submetidos a anestesia com cetamina (80 mg/kg, i.p) e xilazina (10
mg/kg, i p). Antes do inicio do procedimento cirdrgico foram verificados a auséncia de
movimentacao corporal, resposta ao pingcamento plantar da pata traseira e reflexo palpebral do
animal para garantir a efetividade do estado anestésico. Apos isso, procedeu-se a incisdo na
regido inguinal esquerda, seguida pela disseccdo da veia e artéria femorais. Em seguida, foi
realizado o implante de um cateter de polietileno (PE) constituido por um segmento de PE-10
(didmetro interno e externo de 0,28 e 0,61 mm, respectivamente) com uma das extremidades
fundida a um segmento de PE-50 (didmetro interno e externo de 0,58 e 0,96 mm,
respectivamente), preenchidos com solugdo salina heparinizada (9:1, v/v), nos vasos
correspondentes. Os cateteres venosos somente foram implantados para a administracdo do (-

)-1SO no modelo de tratamento agudo (via intravenosa) (Figura 9).

Apos a inser¢do dos cateteres nos vasos, estes foram tunelizados subcutaneamente ao
longo do dorso do animal e exteriorizados na regido cervical. As incisdes foram suturadas. Ao
término do procedimento cirdrgico, os animais receberam analgésico (Dipirona; 80 mg/kg i.m.)

e foram acomodados individualmente para o periodo de pds-operatorio de 24 horas.

Figura 9 - Representacdo Esquematica da Cirurgia de cateterizacdo da artéria e veia femoral (Adaptado
de JESPERSEN; KNUPP; NORTHCOTT, 2012)

4.5.3. Avaliagdo hemodinamica:

Apbs o periodo de recuperacdo, 0s animais que apresentaram mobilidade espontanea
foram submetidos a um periodo de aclimatagdo de 30 minutos na sala de avaliacdo

hemodindmica, com o intuito de estabilizar os parametros cardiovasculares. Posteriormente, 0
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cateter foi conectado ao transdutor de pressdo (Edwards Lifescience, Irvine, CA, EUA) pré-
calibrado e acoplado a um amplificador (Bridge Amp FE221, ADInstruments). Apos a
estabilizacéo do registro, doses randomizadas do (-)-ISO foram administradas via intravenosa
in bolus (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v.). Foram respeitados os intervalos de tempo suficientes para o
retorno dos parametros basais entre cada administragéo. A PA foi registrada por meio de um
microcomputador com interface analogico-digital. O sinal de PA foi registrado e processado
pelo software computacional LabChart Pro versdo 7 (ADInstruments, USA) pontos de inflexao
foram identificados e geradas séries temporais, batimento a batimento, utilizando frequéncia de
amostragem de 2000 Hz. Valores de PAM (mmHg), sistélica (mmHg), diastolica (mmHg), e
frequéncia cardiaca (FC) (bpm) foram obtidos e mensurados. Os valores da PAM e FC foram
computados antes da administracdo (valores basais) e imediatamente ap6s a administracéo do

(-)-1SO e das ferramentas farmacoldgicas (Figura 10).

(-)-ISO (1, 5, 10, 20 mg/kg/i.v)

]

Atropina (2 mg/kg/i.v)

WA LSSER N () (0 (1, 5, 10, 20 mg/kg/i.v)

[ Bloqueio Muscarinico
Hexametonio (20 mg/kg/i.v)
WSROI ) (60 (1, 5, 10, 20 mg/kg/ily)
) Bloqueio Ganglionar
Amplificador
L-NAME (20 mg/kg/i.v)
LabChart

WEEVCKILEN () 50 (1, 5, 10, 20 mg/kg/i.v)

Bloqueio da NOS

Indometacina (5 mg/kg/i.v)

ECICKIR N (0)-1SO (1, 5, 10, 20 mg/kg/i.v)

Bloqueio COX

Y
L

Figura 10 - Representacdo Esquemética do Protocolo In vivo Intravenoso. NOS- 6xido nitrico sintase, COX- ciclo-
oxigenase. (-)-1SO- (-)-isopulegol.

4.6. Procedimentos Experimentais “in vitro”:

4.6.1. Preparo da artéria mesentérica:

Os animais foram anestesiados com isofluorano (3%), um anestésico inalatério, e
posteriormente foram eutanasiados por dessangramento. Apds essa etapa, foi realizada uma
incisdo abdominal para a remocgdo e disseccdo da artéria mesentérica superior visando a

completa remocao de tecido conjuntivo e adiposo. Apds a limpeza, a artéria foi seccionada em
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anéis de aproximadamente 1 a 2 mm. Estes anéis foram montados no sistema de banho de
orgaos, mantidos sob uma tensao de repouso de 0,75 g por 60 minutos (60”), imersos em 10 mL
de solucéo nutritiva de Tyrode (pH 7,4 a 37 °C) e gaseados com carbogénio (95% de O2 e 5%
de COy) (Figura 11). A troca da solugéo nutritiva foi realizada a cada 15 minutos para evitar a

interferéncia de metabdlitos.

Hepatic a.
Gastroduodenal a.
Duodenal a.
Celiac a.
Recurrent esophagea
— Short gastric a

Left gastric a. .

Splenic a.

Right gastric a

Pancreatic a.

Middl
Right

Right ileal a. p—n 2 ’

lleocecocolic a
0’ 95% ,
o' 05%| | ‘

\

\

._,f7‘ |
3/

Inferior
mesenteric a

Figura 11 - Representacao da artéria mesentérica superior de ratos e anel de artéria montado em sistema de banho
de 6rgdos, inseridos em solugdo nutritiva Tyrode e gaseada com carbogénio. (Adaptado de ALBUQUERQUE et
al., 2016; DESESSO; JACOBSON; WILLIAMS, 2012).

Para os protocolos que ndo dependiam do endotélio, a remogao deste foi efetuada por
meio do atrito entre as paredes internas do vaso com o auxilio de uma haste de a¢o. A
verificacdo da sua funcionalidade foi realizada mediante o relaxamento induzido pela
acetilcolina (ACh) 1 uM dos anéis pré-contraidos com fenilefrina (FEN) 1 uM. Os anéis que
apresentaram relaxamento superior a 75% foram considerados com endotélio funcional,
enguanto aqueles com relaxamento inferior a 10% foram considerados sem endotélio funcional.
Para o calculo da porcentagem de relaxamento, e consequentemente determinacdo da presenca

ou auséncia do endotélio funcional, foi utilizada a seguinte formula:

CF-RA x 100
CF-LB

% Relaxamento =
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CF- contracdo obtida ap6s a adicdo de 1 uM de FEN, RA- relaxamento obtido ap6s a adi¢do de 1 uM acetilcolina,

LB- linha de base.

Os dados foram registrados por um transdutor de for¢a (Leticia Scientific Instruments,
TRI 210, Barcelona, Espanha) acoplado a um amplificador-gravador (AECAD 0804, AVS, S&o
Paulo-SP, Brasil) e a uma interface conversora analdgica-digital (DATAQ Instruments, DI
148U, Akron — OH, EUA), utilizando o software DATAQ Instruments Windaq Lite (Akron —

OH, EUA) para o registro da tensdo isométrica.

4.6.2. Avaliacao dos efeitos do (-)-I1SO sobre a artéria mesentérica superior de ratos:

Apos a estabilizacdo, os anéis com endotélio funcional foram pré-contraidos com FEN
(1uM) e sobre a fase tbnica dessa concentragdo foram adicionadas a cuba concentragoes
crescentes e cumulativas do (-)-1SO (105-102M) para a obtengdo da curva concentragio-

resposta de vasorrelaxamento (Figura 12).

ACH ()-ISO
1uM 106-102M

4 \ ¢
6)

([ J
L

i =
2
Estab. Estab. gl
60° 60’ I~
FEN FEN =

1uM 1pM Tempo (min)

Figura 12 - Esquema do protocolo experimental realizado para a caracterizacdo dos efeitos do (-)-ISO sobre a
artéria artéria mesentérica superior de ratos. Estab- estabilizacdo da tensdo basal, FEN- fenilefrina, ACH-

acetilcolina, L- lavagem, (-)-1SO- (-)-isopulegol.
4.6.3. Avaliacado do papel do endotélio no efeito induzido pelo (-)-1SO:

Ap0s a estabilizacdo, os anéis sem endotélio funcional foram pré-contraidos com FEN
(1uM) e sobre a fase tbnica dessa concentragcdo foram adicionadas a cuba concentracgOes
crescentes e cumulativas do (-)-1SO (105-102M) para a obtencdo da curva concentragio-

resposta de vasorrelaxamento (Figura 13).
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Figura 13 - Esquema do protocolo experimental realizado para a avaliagdo do papel do endotélio nos efeitos do (-
)-1SO sobre artéria mesentérica superior de ratos. Estab- estabilizacdo da tenséo basal, FEN- fenilefrina, ACH-

acetilcolina, L- lavagem, (-)-1SO- (-)-isopulegol.
4.6.4. Avaliacdo da participacédo dos canais para Ca?* nas respostas induzidas pelo (-)-1SO

em anéis de artéria mesentérica superior de ratos incubados com KCI 80 mM:

Ap0s a verificacdo da auséncia do endotélio e estabilizacdo, foi avaliada a capacidade do
(-)-1SO (10°°- 102 M) em relaxar anéis sem endotélio funcional e pré-contraidos com KCI 80
mM. Para isso, 0 meio nutritivo (Tyrode) foi substituido pela solucdo despolarizante KCI 80

mM (Figura 14).

ACH
1uM

) 4

Estab. t Estab.
= 4
FEN
1uM

(8) oesuay,

Tempo (min)

Figura 14 - Esquema do protocolo experimental realizado para a avaliagio da participacdo dos canais para Ca?*
nas respostas induzidas pelo (-)-1SO em anéis de artéria mesentérica superior de ratos incubados com KCI 80 mM.
Estab- estabilizagdo da tensdo basal, FEN - fenilefrina, ACH- acetilcolina, L- lavagem, KCI- solucéo de cloreto de
potassio, (-)-1SO- (-)-isopulegol.
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4.6.5. Avaliacdo do efeito do (-)-1SO (107, 3 x 10-3M ou 10-?) sobre o influxo de Ca?* através
dos canais para calcio sensiveis a voltagem, em contra¢des induzidas por cloreto de
calcio (CaCly):

Curvas concentracdo-resposta foram obtidas para concentracdes crescentes e cumulativas
de CaCl; (10°- 3 x 102 M) em anéis sem endotélio funcional mantidos em solucio de Tyrode
com KCl a 60 mM (KCI 60) sem Ca?* antes e depois da pré-incubagdo com (-)-1SO (1073, 3 x
10°3M ou 1072). As curvas obtidas na presenca e na auséncia de (-)-1SO foram comparadas
(Figura 15).

L L
ACH KCl1 KCl1
(60 mM) (60 mM)
1M s/Ca?* s/Ca*

\ g

®
()-ISO
(103 ou 3x103 ou 102 M)
30°
Estab. " Estab. f
Estab. FEN 60’ CaCl2 60 CaCl2
60’ ; g
imyi (10-%-102M) (10-%-10°M)

Figura 15 - Esquema do protocolo experimental realizado para a avaliagdo do efeito do (-)-1SO (10- 102 M) sobre o influxo
de Ca?* através dos canais para calcio sensiveis a voltagem, em contragdes induzidas por cloreto de calcio (CaCl.). Estab-
estabilizagdo da tensdo basal, FEN - fenilefrina, ACH- acetilcolina, L- lavagem, KCI- solugdo de cloreto de potassio,
(-)-1SO- (-)-isopulegol.

4.6.6. Avaliacdo do efeito do (-)-1SO sobre as contrac¢des induzidas por S(-)-Bay K 8644, um

ativador dos canais para calcio sensiveis a voltagem do tipo-L:

ApoGs a verificagdo da auséncia de endotélio, os tecidos foram submetidos a uma
solucdo despolarizante de KCI 20 mM por um periodo de 30 minutos. Em seguida, foi
adicionado o S(-)-Bay K 8644 (200 nM), e uma vez que a fase tdnica foi estabelecida,
concentragdes crescentes e cumulativas do (-)-1SO (10 — 102 M) foram adicionadas & cuba
(Figura 16).
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Figura 16 - Esquema do protocolo experimental realizado para a avaliagdo do efeito do (-)-1SO sobre as contragdes
induzidas por S(-)-Bay K 8644. Estab- estabilizacdo da tensdo basal, FEN- fenilefrina, ACH- acetilcolina, L-

lavagem, KCI- solucéo de cloreto de potassio, (-)-1SO- (-)-isopulegol.

4.6.7. Avaliacéo da participacdo dos canais para K* nas respostas induzidas pelo (-)-1SO:
Apo6s a verificagdo do endotélio, os anéis foram pré-incubados com TEA por 30

minutos. Em seguida os anéis foram pré-contraidos com FEN (1 puM) e ap6s o estabelecimento

da fase tonica foram construidas curvas concentragio-resposta para o (-)-1SO (10° - 102 M)

(Figura 17).

ACH (-)-ISO
1uM 10-6-102M
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S | X
1uM FEN 2,
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Figura 17 - Esquema do protocolo experimental realizado para a avaliagdo da participacdo dos canais para K* nas
respostas induzidas pelo (-)-1SO. Estab- estabilizacdo da tensdo basal, FEN- fenilefrina, ACH- acetilcolina, L-

lavagem, TEA- tetraetilamonio, (-)-1SO-(-)-isopulegol.
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4.6.8. Avaliagédo do efeito do (-)-1SO sobre contrages transientes induzidas por FEN (1 puM)

em anéis de artéria mesentérica superior de ratos:

Apos a verificagdo da auséncia do endotélio, a solugdo Tyrode foi substituida pela
solucdo despolarizante KCI 60 mM, que, por sua vez, foi substituida por solucdo Tyrode
nominalmente livre de Ca?". Ap0s isso, contraces transientes foram induzidas por FEN (1uM)
na auséncia de (-)-1SO. Em seguida, os anéis passaram novamente pelo mesmo processo, no
entanto, as contracdes induzidas por FEN foram realizadas ap6s a pré-incubacao durante 20

minutos com o (-)-1SO nas concentragdes 1072, 3x107 ou 102 M (Figura 18).

ACH Tyrode Tyrode
1uM S/ Ca?t S/ Ca2*

1, !

Esta}). t t FEN (1uM) t FEN (InM)

FEN KC1 KCl
1uM 60 mM 60 mM

Figura 18 - Esquema do protocolo experimental para a avaliagdo do efeito do (-)-1SO sobre contragdes transientes induzidas
por FEN (1 uM) em anéis de artéria mesentérica superior de ratos. Estab- estabilizagdo da tensdo basal, FEN- fenilefrina,
ACH- acetilcolina, L- lavagem, KCI- solucéo de cloreto de potéssio, (-)-1SO- (-)-isopulegol.

4.6.9. Avaliacdo do efeito do (-)-1SO sobre contragfes induzidas por NasVOs em anéis de

artéria mesentérica superior de ratos:

Apés a verificacdo da auséncia do endotélio, foi construida uma curva concentracdo-
resposta para o ortovanadato de sodio (NasVOs) (10°-102). Posteriormente, as preparagdes
foram lavadas com Tyrode e passaram novamente por um periodo de estabilizagdo (60
minutos), apos isso, os anéis foram pré-incubados com concentragdes do (-)-1SO (1073, 3x1073
ou 102 M) por 30 minutos e uma nova curva foi construida para o (NasVOa). As curvas obtidas

na presenca e na auséncia de (-)-1SO foram comparadas (Figura 19).



33

ACH
1uM

e et EEEER
R pie

[ J
()-1SO
(1073 ou 3x103 ou 102 M)
30°
Estab. ‘t Estab. ‘
Estab. 60° Na.VO 60’ Na;VO,
6o FEN 105102 (105-102)
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Figura 19 - Esquema do protocolo experimental para a avaliacdo do efeito do (-)-1SO sobre contra¢@es induzidas
por Ortovanadato de sddio (NasVVO.) em anéis de artéria mesentérica superior de ratos. Estab- estabilizacdo da
tensdo basal, FEN- fenilefrina, ACH- acetilcolina, L- lavagem, (-)-1SO- (-)-isopulegol.

4.7. Procedimentos Experimentais “in silico”:

4.7.1. Analise Docking Molecular

Os experimentos in silico foram realizados em parceria com o Laboratério de Genética
Molecular e Biotecnologia (GMBIo), localizado no Centro de Ciéncias Biologicas e da Salude
(CCBS), no bloco B do departamento de biologia da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

As estruturas dos receptores nicotinicos ndo estdo determinadas experimentalmente
para Rattus Norvegicus no Protein Databank (cddigo PDB: 5ZHP), e, por isso, foram
modeladas, segundo Silva et al. (2021). A andlise de docking molecular foi realizada entre o (-
)-1SO e o receptor utilizando uma abordagem comparativa com as interacGes entre os alvos e
agonistas conhecidos. A estrutura do (-) -ISO (ID do composto: 170833) foi obtida no banco
de dados PubChem (//pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/). Além disso, a Nicotina [NCT: agonista do
receptor nicotinico] também foi utilizada como ligante para determinar os sitios de ligacéo
correspondentes, segundo Silva et al. (2021).

As interagdes entre (-)-1SO e a subunidade a-1C do canal de célcio tipo L dependente
de voltagem foram investigadas por analise de acoplamento molecular. A estrutura 3D da
subunidade a-1C do canal de célcio tipo L dependente de voltagem de Rattus Norvegicus foi
obtida do Protein Data Bank (cddigo PDB: AF-P22002). A analise de acoplamento molecular
entre (-)-1SO e o canal de Ca?* tipo L dependente de voltagem de rato foi realizada utilizando

uma abordagem comparativa com as interacfes entre 0 mesmo receptor e um agonista
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conhecido (Nifedipina). A estrutura de (-) -1SO (ID do composto: 170833) e Nifedipina (ID do
composto: 4485) foi obtida no banco de dados PubChem (//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

Estruturas de ligantes e receptores foram preparadas usando o Open Babel dentro do
pacote PyRx (O'BOYLE ET AL., 2011; DALLAKYAN E OLSON, 2015). Os calculos de
acoplamento molecular foram realizados utilizando Autodock Vina (TROTT E OLSON, 2009).
Para cada receptor, o centro da caixa da grade foi posicionado no local de ligacdo do agonista
e 0 tamanho da caixa foi definido para 25x25x25 A. Para visualizacdo dos resultados foi
utilizado o Discovery Studio v16 (BIOVIA).

4.8. Analise Estatistica

Todos os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (e.p.m). As
comparacles estatisticas foram realizadas usando GraphPad Prism 10.3.0 (San Diego, CA,
EUA). O teste de normalidade de variancia foi processado pelo teste de Shapiro-Wilk.
Diferencas significativas entre os grupos foram determinadas pelo teste t-student, ANOVA de
uma ou duas vias seguido pelo pds-teste de Bonferroni. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significantes quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO:

5.1. In vivo agudo:
Conforme ilustrado na figura 20, a administracdo intravenosa de (-)-ISO induziu
hipotensao (-24 + 7%; -38 + 5% e -33 + 7%) e bradicardia (-41 + 12%; -57 + 14; e -59 + 9) nas

doses 5, 10 e 20 mg/kg, respectivamente (n = 6)

A
150
100 A
2
z
50 A
Tempo (segundos)
B 257 C 25
0 *ﬁ s 0
(=] —
« *kk T i
E -254 *kk *r* g -25- K,k
.8’ g rx *k%k
T 509 5 50
X o
< .75+ - Veiculo > =754
- ()10
-100- -100-
[ T I T ] [ [ [ I ]
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Doses (mg/kg) Doses (mg/kg)

Figura 20 - A- Registro original mostrando as variaces de pressdo média (mmHg) em fungdo do tempo
(segundos) apds a administracao aguda (i.v.) randomizadas do isopulegol (-)-ISO (1, 5, 10 e 20 mg/kg) em um
rato normotenso ndo anestesiado. A setas indicam o momento da administragdo das doses. Efeito hipotensor (B) e
bradicérdico (C) induzido pela administracéo aguda de doses randomizadas de (-)-1SO (1, 5, 10 e 20 mg/kg i.v.)
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em ratos normotensos (n = 6). Os resultados foram expressos como média + e.p.m. Foi utilizado o teste ANOVA
de duas vias seguido do pés-teste de Bonferroni. *** p < 0,001 vs veiculo.

De maneira geral, o efeito hipotensor pode ser atribuido a mecanismos cardiacos
diretos, como a reducdo da frequéncia cardiaca, uma vez que a pressdo arterial (PA) é
determinada pela relacdo entre débito cardiaco (DC) e resisténcia vascular sistémica (RVS).
Quando a frequéncia cardiaca diminui, o débito cardiaco é reduzido, resultando em menor PA.
Além disso, efeitos vasculares podem contribuir para a hipotensdo. Por exemplo, a ativacdo dos
receptores muscarinicos endoteliais aumenta os niveis de cdlcio intracelular, levando a
liberacdo de agentes vasorrelaxantes derivados do endotélio (FURCHGOTT & ZAWADZKI,
1980; SATERNOS ET AL., 2018). Essa vasodilatacdo reduz a resisténcia vascular periférica,
diminuindo a PA (ALVES-LOPES, NEVES, & TOUYZ, 2019). Efeitos diretos nas células
musculares lisas vasculares também podem induzir a vasodilatacdo, contribuindo para a
reducdo da PA (BROZOVICH et al., 2016).

Ademais, os monoterpenos alcodlicos sdo um dos tipos mais estudados de
monoterpenos sobre o sistema cardiovascular, especialmente na hipertensdo. Em seu estudo,
Silva (2021) demonstrou que, dentre 16 diferentes tipos de monoterpenos analisados, 25% eram
alcdolicos e, entre estes, aproximadamente 27% apresentam efeito sobre a hipertensdo. Dessa
maneira, € possivel que o efeito hipotensor induzido pelo (-)-1SO, um monoterpeno alcodlico,
esteja de alguma maneira relacionado a constituicdo quimica da sua molécula. Efeitos similares
foram obtidos para outros monoterpenos desse tipo, como por exemplo, para o d-limoneno, que
apresentou efeito hipotensor e bradicardico nas doses 10, 20 e 40 mg/kg em ratos normotensos
(NASCIMENTO, 2019).

E comum que a reducdo da PA seja acompanhada por uma resposta taquicéardica
reflexa. Na literatura, ha evidéncias de terpenos, como citronelol (BASTOS et.al., 2009), linalol
(ANJOS et. al., 2013), (+)-a-pineno e (-)-B-pineno (MENEZES et., al 2010), que apresentaram
essa resposta. Por outro lado, os terpenos d-limoneno (NASCIMENTO, 2019), citronelal
(ANDRADE et al, 2012), carvacrol (DANTAS, 2015), farnesol (SILVA, 2021) e a-bisabolol
(MENEZES et., al 2010) apresentaram efeito hipotensor associado a bradicardia, semelhante

ao obtido para o (-)-1SO neste estudo.

A resposta bradicéardica induzida pelo (-)-1ISO pode ser elucidada por uma possivel
estimulacdo do sistema nervoso parassimpatico, que, mediante a liberacdo do neurotransmissor

acetilcolina, ativa os receptores muscarinicos presentes no coragdo, especialmente no nédulo
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sinoatrial (SA), resultando na reducédo da taxa de disparo e, consequentemente, na diminui¢ao
da frequéncia cardiaca (MOSS et al., 2018).

Além disso, Filho (2019) demonstrou em seu estudo que os isdmeros de (-)-1SO agem
como bloqueadores dos canais para célcio (CCBs). A literatura relata que os CCBs reduzem a
velocidade de conducdo dos sinais elétricos cardiacos promovendo bradicardia (NADEMANEE;
SINGH, 1988). Levando essas informacdes em consideragdo, também é possivel hipotetizar que
o efeito bradicardico induzido pelo (-)-1ISO pode estar relacionado com a sua capacidade de

bloquear esses canais. No entanto, mais estudos precisam ser realizados.

A determinacdo das doses utilizadas neste estudo para administracdo intravenosa foi
embasada nos efeitos hipotensores observados em estudos anteriores com terpenos
semelhantes. Por exemplo, Bastos e colaboradores (2009) demonstraram os efeitos
hipotensores e taquicardicos do citronelol em ratos normotensos utilizando as doses 1, 5, 10 e
20 mg/kg. Em outro estudo, Menezes et al. (2010) evidenciaram que a administracédo
intravenosa do Oleo essencial de Cymbopogon winterianus (EOCW), cujos compostos
majoritarios sdo monoterpenos, nas mesmas doses, também resultou na redugdo da presséo
arterial, possivelmente mediada pela participacdo dos canais para célcio, sendo observada
bradicardia apenas na dose mais elevada. Adicionalmente, pesquisas com outros monoterpenos,
como d-limoneno (NASCIMENTO, 2019), citronelal (ANDRADE et. al, 2012), carvacrol
(DANTAS, 2015), linalol (ANJOS et. al, 2013) e pinenos (MENEZES et al., 2010), corroboram

a utilizagdo dessas doses.

Para investigar o mecanismo de acédo pelo qual o (-)-1SO promove esses efeitos sobre
PAM e FC e considerando que esses efeitos podem estar associados a mecanismos cardiacos e
vasculares buscamos avaliar a participacdo dos receptores muscarinicos, receptores nicotinicos
do NO e das PGla.

5.1.1. Avaliacdo da Funcionalidade das Ferramentas Farmacologicas:

Para a avaliagdo dos mecanismos de ac¢do do (-)-1SO envolvidos nos efeitos hipotensor
e bradicardico foram utilizadas quatro ferramentas farmacoldgicas com diferentes repercussoes
sobre a PAM e FC (Tabela 7). Apds administracdo de ATR, um antagonista dos receptores
muscarinicos (BOLTON, 1977), constatou-se um aumento na FC, relacionado ao bloqueio do
estimulo parassimpatico no coragao e, consequente, predominio do simpatico, desencadeando
taquicardia. J& a auséncia de alteracdo na PAM pode ser atribuida a falta de inervacédo
colinérgica na maioria dos vasos sanguineos (BROADLEY; KELLY, 2001). A inibi¢do dos
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receptores nicotinicos com HEXA, um blogueador ganglionar (FORD, 1962), promoveu a
reducdo da PAM como resultado do bloqueio da atividade dos ganglios simpaticos (KLEINZ;
SPENCE, 2008). E sabido que o 6xido nitrico (NO) é um importante regulador da homeostase
vascular promovendo o vasorrelaxamento. Apds o bloqueio de sua sintese com L-NAME é
possivel observar um aumento significativo da PAM acompanhado de uma reducédo da FC,
provavelmente mediada pelo barorreflexo (KUNG et al., 1995). A administragdo de INDO, um
inibidor da ciclooxigenase (MITCHELL et al., 1993), ndo alterou nenhum dos parametros
avaliados. Esses achados corroboram os obtidos em outros estudos disponiveis na literatura,
comprovando a funcionalidade das ferramentas farmacoldgicas utilizadas (BASTOS et al.,
2010; DE MENEZES et al., 2010; SILVA et al., 2021)

Tabela 7 - Valores basais de PAM e FC em ratos normotensos ndo anestesiados antes (controle; n = 6) e apos
administragdo aguda (i.v.) de ATR (2 mg/kg; n = 6), HEXA (20 mg/kg; n = 6), L-NAME (20 mg/kg; n = 6) e
INDO (5 mg/kg; n = 6). PAM: pressdo arterial média; FC: frequéncia cardiaca; ATR: atropina; HEXA:
hexametonio; L-NAME: Nw-nitro-L-arginina-metil-éster; INDO: indometacina. Os valores estdo expressos como
média £ e.p.m dos registros obtidos. Foi utilizado ANOVA de uma via seguido de pos-teste de Bonferroni; *** p
< 0,001 vs controle.

Apos Apos Apos Apos
Controle
ATR HEXA L-NAME INDO

PAM (mmHg) 1182+2 1154 £ 3,2 7297 £3*** 153,6 +7,9*** 1273+22

FC (bpm) 406 +24 531,3+58*** 419,6+33,7 2689%7,6** 348+10,3

5.1.2. Avaliacdo da Participacdo dos Receptores Muscarinicos

Afim de confirmar a participacdo dos receptores muscarinicos nas respostas induzidas
pelo (-)-1SO sobre a PAM e FC, foram realizados experimentos com ATR (2mg/kg). Como €
possivel observar na figura 21, apés o blogueio desses receptores, a resposta bradicardica
induzida pelo (-)-1SO foi significativamente abolida nas doses 5, 10 e 20 mg/kg (-4 + 2; -3 + 2;

-6 £ 2), respectivamente, n = 6). No entanto, ndo houve diferenca na hipotenséo.
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Figura 21 - Efeito hipotensor (A) e bradicardico (B) induzido pela administracdo aguda de doses aleatérias de (-
)-ISO (n = 6) (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v. ) em ratos normotensos ap06s pré-tratamento com atropina (ATR) (2mg/kg,
i.v., n = 6). Os resultados foram expressos como média + e.p.m. Foi utilizado o teste ANOVA de duas vias seguido

do pos-teste de Bonferroni. ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs controle.

Esses achados indicam que os receptores muscarinicos cardiacos (M2) podem estar
envolvidos na modulacdo da resposta bradicardica induzida pelo (-)-1SO. Seja pela ativacao
direta do (-)-1SO agindo diretamente sobre esses receptores ou pela a¢do indireta por ativagao
neural colinérgica, especialmente do nervo vago, um dos principais componentes do sistema
nervoso parassimpatico, que libera ACh e estimula os receptores muscarinicos presentes nos
nodulos SA provocando bradicardia (CAPILUPI; KERATH; BECKER, 2020) Além disso,

como o pré-tratamento com ATR ndo foi capaz de abolir ou atenuar a resposta hipotensora
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induzida pelo (-)-1SO, pode-se inferir que apesar do envolvimento dos receptores muscarinicos

M2, ndo ha participacdo dos receptores muscarinicos endoteliais (M3).

5.1.3. Avaliacdo da Participacdo dos Receptores Nicotinicos

Para avaliar a acdo do (-)-1SO sobre a ativacdo vagal indireta via estimulo nicotinico,
foram realizados protocolos com HEXA 20 mg/kg. De acordo com os dados obtidos, a pré-
administracdo de HEXA ndo alterou a hipotensdo induzida pelo (-)-1SO, ja a bradicardia foi
abolida nas doses 5, 10 e 20 mg/kg (-3 £ 5; 0 £ 2; -9 £ 9, respectivamente, n=5) (Figura 22).
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Figura 22 - Efeito hipotensor (A) e bradicardico (B) induzido pela administracdo aguda de doses aleatérias de (-
)-1SO, (n = 6) (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v. ) em ratos normotensos apds pré-tratamento com hexametonio (HEXA)
(20 mg/kg, i.v., n = 6). Os resultados foram expressos como média + e.p.m. Foi utilizado o teste ANOVA de duas
vias seguido do pos-teste de Bonferroni. ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs controle
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Resultados semelhantes foram observados para o monoterpeno citronelal. Apds a
administracdo dos bloqueadores ATR ou HEXA, a resposta bradicardica foi abolida nas doses
de 10, 20 e 40 mg/kg. E seu mecanismo de acdo foi associado a ativacdo indireta dos receptores
muscarinicos através do nervo vago. Além disso, o efeito hipotensor ndo foi alterado em
nenhuma das condic@es. Nesse estudo, a confirmacdo da hipdtese de que a bradicardia induzida
pelo citronelal envolve a regulacdo autondmica da funcdo do no sinoatrial foi realizada por
meio de eletrocardiograma (ECG). O citronelal demonstrou a capacidade de bloquear o no

sinoatrial, e esse efeito foi revertido apds o bloqueio com ATR (ANDRADE et al., 2012).

Moreira (2013) evidenciou, em sua pesquisa, o efeito hipotensor e bradicardico do
monoterpeno citral nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg. Além disso, observou que esses efeitos foram
revertidos ap6s a administracdo dos bloqueadores ATR e HEXA, indicando que ambos 0s
efeitos séo decorrentes da ativacdo indireta dos receptores muscarinicos cardiacos via ativacao
do nervo vago. Essa hipotese foi confirmada a partir do tratamento com tiopental sédico, um
barbiturico com efeito vagolitico central (MOREIRA, 2013).

A vagotomia bilateral é outra técnica comumente utilizada para a confirmacéo do
estimulo vagal por terpenos. Menezes 2010, demonstrou que o EOCW foi capaz de induzir
hipotensdo associada bradiarritmia na dose 20 mg/kg. Em ratos vagotomizados os efeitos foram
similares aos observados em animais tratados com ATR, sugerindo que esse 0leo essencial foi
capaz de promover bradicardia devido a uma ativacdo muscarinica secundaria a uma

estimulagéo vagal.

Como a resposta bradicardica pode estar relacionada a uma ativacdo direta dos
receptores nicotinicos, buscamos avaliar a afinidade de ligacdo do (-)-1SO com esses receptores.
Para isso, foi avaliada a presenca de ligacdes de hidrogénio e ligacdes hidrofobicas, que
favorecem a afinidade e estabilizacdo dos complexos (VARMA et al., 2010; WILLIAMS;
LADBURY, 2005).

As interacdes entre (-)-1SO e o receptor nicotinico mostraram a presenca de uma
ligacdo de hidrogénio com o residuo GIn563, e trés interacbes hidrofébicas (pi-alquil e pi-
sigma) com Trp695. Além disso, o (-) -1SO estava envolvido em uma interagdo doador-doador

desfavoravel com o residuo Asn119 (Figura 23).

A ligacdo do (-)-1SO ao sitio ortostérico do receptor nicotinico, como sugerido pelo
docking, corrobora os achados nos experimentos intravenosos in vivo. A interacdo com o

residuo GIn563 e as interacbes hidrofébicas com Trp695 podem desempenhar um papel na
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ativacdo dos receptores nicotinicos e na subsequente resposta bradicardia. A interacdo
desfavoravel com o residuo Asnll9 pode ndo estar diretamente relacionada a resposta

bradicardia, mas pode influenciar a afinidade ou eficacia do (-)-ISO como agonista.

A analise de docking molecular foi validada com base no redocking do ligante NCT,
em seu respectivo alvo. A posicdo dos ligante e do residuo de interacdo foi comparada com as
obtidas para o (-)-1SO. A interacdo do receptor nicotinico com seu agonista (NCT) ocorre com
os residuos Tyr93, Trpl149, Tyr190 e Tyr197. Os resultados mostraram que o (-)-1SO também
pode se ligar ao sitio ortostérico do receptor nicotinico, porém com ligacdo de hidrogénio e
interacdes hidrofobicas com diferentes residuos de aminoacidos (Figura 23). Essas ligacGes
diferentes, indicam que o (-)ISO pode ter um mecanismo de acéo distinto em relacéo ao agonista
conhecido (NCT) podendo abrir caminho para novas possibilidades terapéuticas.

Diante disso, mais estudos precisam ser realizados para uma compreensao mais clara

de como o (-)-1SO interage com esses receptores.
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Figura 23 - Representacdo tridimensional e bidimensional das interacdes moleculares previstas na andlise de
docking entre (-)-lsopulegol e o receptor nicotinico de Rattus Norvegicus.

Os resultados obtidos no docking e ap6s os bloqueios dos receptores muscarinicos e
nicotinicos ajudam a tragcar um caminho importante para a elucidacdo do mecanismo de acéo
do (-)-1SO. No entanto, € importante considerar a hipétese de que o efeito bradicardico induzido
por ele pode estar relacionado a a¢des no sistema nervoso central. Dessa maneira, é possivel

supor gque o (-)-1SO pode estimular diretamente os receptores nicotinicos liberando ACh, que
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por sua vez, ativa os receptores muscarinicos no coragéo, levando a efeitos bradicardicos. No

entanto, para confirmar essa hipdtese sao necessarios mais estudos.

5.1.4. Avaliaco da Participacdo do Oxido Nitrico

Do ponto de vista fisioldgico, sabe-se que a hipotensdo pode ser causada em resposta
a uma vasodilatacédo resultante do relaxamento vascular, o qual pode ser influenciado por
fatores relacionados ou ndo a camada endotelial. O NO é um dos principais fatores relaxantes
derivados do endotélio (FRDE) e tem papel crucial na regulacdo do tonus vascular e
consequentemente, na resisténcia vascular periférica, determinando a condi¢do da pressdo
arterial (CARVALHO et al., 2001).

Dessa maneira, para tentar elucidar o mecanismo pelo qual o (-)-ISO promove
hipotensdo buscou-se avaliar o possivel envolvimento do NO. Como podemos observar na
figura 24, apds o bloqueio da sintese do NO com L-NAME 20 mg/kg, o efeito hipotensor do (-
)-1SO foi atenuado significativamente na dose 10 mg/kg (-15+ 1; n = 6), indicando um possivel
envolvimento desse mediador na hipotensdo induzida pelo (-)-ISO. No entanto, ndo houve

diferenca na bradicardia.
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Figura 24 - Efeito hipotensor (A) e bradicardico (B) induzido pela administracdo aguda de doses aleatérias de (-
)-1SO, (n =6) (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v.) em ratos normotensos ap6s pré-tratamento com L-NAME (20 mg/kg, i.v.,
(n = 6). Os resultados foram expressos como média + e.p.m. Foi utilizado o teste ANOVA de duas vias seguido
do pos-teste de Bonferroni. **p < 0,01 vs controle.

Na literatura, de modo geral, ndo é tdo comum encontrar evidéncias da participacdo do
NO como principal via responsavel pela hipotenséo induzida por monoterpenos. Em estudos
com citronelal (ANDRADE et al., 2012) e citronelol (BASTOS et al., 2010), por exemplo, 0
pré-tratamento com L-NAME ndo demonstrou alteracBes significativas na hipotenséo,
sugerindo que esse mecanismo ndo desempenha um papel importante na resposta hipotensora
promovida por esses terpenos. Em contrapartida, Anjos (2013) demonstrou que essa via esta
parcialmente associada com o efeito hipotensor induzido pelo linalol, de maneira similar ao

encontrado para o (-)-1SO neste estudo.

5.1.5. Avaliagdo da Participacao da Ciclooxigenase

Apesar de ter uma menor contribuicdo na vasodilatacdo derivada do endotélio, as
prostaciclinas (PGl2) também possuem papel importante na regulacdo do tonus vascular
(CARVALHO et al., 2001). Dessa maneira buscamos investigar sua participacdo na resposta
hipotensora induzida pelo (-)-1SO através de experimentos onde os animais foram pré-tratados
com INDO (5 mg/kg).

Como demonstrado na figura 25, o pré-tratamento com INDO ndo foi capaz de atenuar
os efeitos hipotensor e bradicardico induzidos pelo (-)-1SO, indicando a ndo participacdo dos

metabolitos de ciclooxigenase. Efeitos similares foram encontrados para monoterpenos como



45

linalol (ANJOS et., al 2013), citronelal (ANDRADE et., al 2012) e citronelol (BASTOS et.al.,
2009).
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Figura 25 - Efeito hipotensor (A) e bradicardico (B) induzido pela administracdo aguda de doses aleatdrias de (-
)-1SO, (n=6) (1; 5; 10 e 20 mg/kg i.v. ) em ratos normotensos apos pré-tratamento com indometacina (INDO) (5
mg/kg, i.v., n = 6). Os resultados foram expressos como média + e.p.m. Foi utilizado o teste ANOVA de duas vias
seguido do pds-teste de Bonferroni.
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5.2. In vivo subagudo:

Apds a constatacdo dos efeitos agudos promovidos pelo (-)-1SO sobre a PAM e FC,
seus efeitos foram avaliados através da administracdo oral, considerada a via mais comum de
administracdo de farmacos, especialmente de medicamentos de uso regular e crénico, devido a
economia, facilidade de administragcdo e adesdo pelos pacientes (ALQAHTANI et al., 2021,
KIM; JESUS, 2023).

Como demonstrado na figura 26 A, tanto a nifedipina, um farmaco anti-hipertensivo
bem estabelecido, quanto o (-)-ISO reduziram significativamente a PAM em comparagao ao
grupo controle. No entanto, o (-)-1SO demonstrou uma redugdo mais pronunciada e duradoura
ao decorrer do tempo, especialmente nas horas 24, 30 e 48 ap6s a sua administracao.

Em relacdo a FC, houve uma taquicardia reflexa observada 0,5 horas apés a
administracdo de nifedipina, em resposta a queda na presséo arterial causada pela vasodilatacéo
promovida por este farmaco. De forma semelhante, o (-)-1SO alterou significativamente a FC,
promovendo uma taquicardia reflexa apds 2 horas (T2H) e 48 horas (T48H) em comparacdo a
linha de base (TOH) (figura 26 B). Esse resultado contrasta com a administracdo aguda, que foi
capaz de promover bradicardia.

Essa diferenca possivelmente estd associada a via de administracdo. Quando uma
substancia é administrada oralmente, a absor¢do € gradual e a concentragdo no sangue aumenta
de forma mais lenta. Quando administrada intravenosamente, ela geralmente atinge circulagéo
sistémica de forma rapida e em uma concentracdo mais elevada podendo ativar diretamente
receptores no coragdo e/ou vasos (JAIN, 2020; KIM; JESUS, 2023).

Dessa maneira, para confirmacdo desses resultados, mais estudos precisam ser

realizados.
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Figura 26 - Efeito do tratamento oral (via gavagem) do (-)-1SO puro (200 mg/kg) (n = 6), controle nifedipina (CN)
(10 mg/kg) (n = 5) e controle veiculo (CV) sobre a PAM (A) e FC (B) de ratos hipertensos (L-NAME) (n = 6)
antes (tempo 0) e 0,5; 1; 2; 3; 4; 8; 24; 30; 48 h ap0s os tratamentos. Os valores sdo expressos como média + e.p.m.
Foi utilizado teste ANOVA de duas vias seguido do pds-teste de Bonferroni. *p < 0,05, **p <0,01, ***p < 0,001
(-)-1SO vs CV; &p < 0,05, &&p < 0,01, &&&p < 0,001 CN vs CV, 8p< 0,05 T2H vs TOH, §§p<0,01 T48H vs

TOH.

Para o tratamento oral, a escolha da dose ocorreu através da busca em artigos

publicados que demonstraram os efeitos bioldgicos do isopulegol. Em seu estudo, Silva et al,
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(2009) demonstrou que o isopulegol na dose de 200 mg/kg/v.o foi mais eficaz em reduzir leses
gastricas e proteger a mucosa em modelo de Ulcera induzida por etanol e indometacina. Além
disso, em modelo de convulsdo, a dose de 200 mg/kg/i.p foi a mais eficaz, proporcionando
100% de protecdo contra a mortalidade, comparavel ao diazepam (controle positivo) (SILVA
et al., 2009b).

Essa dose também se mostrou mais eficaz nas respostas anti-hipertensivas induzidas
por outros monoterpenos. O citronelal na dose 200 mg/kg promoveu uma reducéo significativa
da PAM apresentando efeito mais duradouro que a NIF (3 mg/kg), enquanto a dose 100 mg/kg
ndo demonstrou efeito (ANDRADE et al., 2012). Outros exemplos séo o linalol que na sua
forma pura também reduziu a pressdo nas trés primeiras horas apos administragao e o 3-pineno
que ap6s a complexagdo em B-ciclodextrina promoveu reducdo da pressdao nos tempos 36 e 48
horas nessa mesma dose (ANJOS et al., 2013; MOREIRA et al., 2016).

Para a escolha da dose, a toxicidade também foi levada em consideracdo. De acordo
com Prospero (2019) o isopulegol é uma substancia de baixo risco de toxicidade. Apresentando
DLso (dose letal média para 50% dos animais) igual a 1,03 + 0,10 mL mL/kg (v.0) em ratos de
ambos o0s sexos (BHATIA et al., 2008; TAKAHASHI et al., 1986).

O modelo de hipertensao induzido por L-NAME ja é bem estabelecido na literatura.
Andrade et al, (2012), demonstrou que animais tratados com L-NAME 50 mg/kg na agua de
beber por 7 dias aumentou significativamente a PAM, de 126 + 5 para 161 + 4 mmHg, sem
efeito na FC. No estudo de Moreira et al, (2016) a administracdo oral (gavagem) de L-NAME
(20 mg/kg/7 dias) promoveu o aumento da PAM de 118 + 4 para 156 £ 7 mmHg em ratos
Wistar.

Os dados de PAM e FC demonstrados na tabela 8 séo semelhantes aos estudos
supracitados, comprovando que o tratamento com L-NAME realizado neste estudo foi eficiente

em induzir elevacdo da PA.

Tabela 8 - Valores basais de PAM e FC em ratos hormotensos e hipertensos induzidos por L-NAME (20 mg/kg).

PAM (mmHg) FC (bpm)
Normotensos 119,4+1.3 370,6 +13,5
Hipertensos 153 £ 1 *** 376,555

Os valores estdo expressos como média + e.p.m (Teste “t” Student ndo pareado; *** p < 0,001 hipertensos Vs

normotensos; n = 6).
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De maneira geral, 0s terpenos apresentam caracteristicas como curto tempo de meia
vida, alta volatilidade, baixa solubilidade, biodisponibilidade e absorcéo pelo organismo que
sdo fatores limitantes para o total aproveitamento dos possiveis beneficios trazidos por eles.
Devido a isso, diversos estudos estdo associando 0 uso dos terpenos a biotecnologia, atraves da
complexacdo (inclusdo hospedeiro-hdspede) dos mesmos em meios de veiculagdo de farmacos,
como o lipossoma e a ciclodextrina, por exemplo (CAMPOS et al., 2019; DE SOUZA
SIQUEIRA QUINTANS et al., 2013; TIEFENSEE RIBEIRO et al., 2019).

Apesar das limitagdes que podem ser apresentadas pelos terpenos puros, o (-)-1SO puro
foi capaz de promover um efeito hipotensor significativo na dose 200 mg/kg. No entanto, a
implementagao de biotecnologia, como o uso de B-ciclodextrina, pode potencialmente melhorar
a solubilidade, biodisponibilidade e absor¢éo do (-)-1SO, o que poderia permitir uma resposta
hipotensora similar em doses menores, bem como promover algum efeito sobre a FC.

Esses resultados sugerem que o (-)-1SO tem potencial como agente anti-hipertensivo
de longa duracao, similar a nifedipina, um bloqueador dos canais para calcio comumente usado
no tratamento da hipertensdo arterial. Portanto, o (-)-ISO pode representar uma alternativa

interessante no tratamento da hipertensao.

5.3. In vitro:

A hipotensdo induzida por monoterpenos é frequentemente justificada pela capacidade
desses compostos de induzirem vasorrelaxamento. Para avaliar mais a fundo os mecanismos
de acdo envolvidos no efeito hipotensor induzido pelo (-)-ISO, procuramos investigar seus
efeitos sobre a reatividade vascular, uma vez que € sabido que o tdnus vascular é determinante
para a regulacdo desse parametro. Para isso, buscamos elucidar seus efeitos diretos na artéria
mesentérica superior, que por ser um vaso de menor calibre apresenta uma melhor
representatividade da resisténcia vascular periférica (CHAUDHRY; MIAO; REHMAN, 2022).

A administragdo de doses crescentes e cumulativas de (-)-1SO (10°-102 M) foi capaz
de promover relaxamento vascular, por via independente do endotélio (Emax= 87 + 8%, com
endotélio, n = 7; versus 115 + 5%, sem endotélio, n = 6) (Figura 27). Este resultado sugere que
o0 endotélio vascular pode ndo desempenhar um papel significativo na expressdo desta resposta,
indicando o envolvimento de uma via independente do endotélio vascular no vasorrelaxamento
induzido pelo (-)-1SO.
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Figura 27 - Curvas concentracdo-resposta para (-)-1SO: (10¢-102 M) em anéis de artérias mesentéricas superiores
isoladas de ratos com endotélio funcional (E*) (n = 7) e sem endotélio funcional (E") (n = 6) pré-contraido com
FEN (1uM). Os valores foram expressos como média = sem. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias
seguido do pds-teste de Bonferroni. *p < 0,05.

A literatura relata que, para diversos monoterpenos, o efeito de vasorrelaxamento esta
associado a mecanismos independentes do endotélio. Por exemplo, estudos anteriores
demonstraram que o linalol, quando administrado em doses crescentes e cumulativas (6,4 x 10°
- 6,4 x 10, induziu relaxamento vascular dependente da concentracdo, sem diferenca
significativa quando em comparacdo com anéis vasculares sem endotélio funcional. A partir
desses achados, 0s autores sugeriram que a reducdo da pressao arterial causada pelo linalol esta

relacionada a um efeito direto sobre o muasculo liso vascular.

Apesar de o resultado in vivo demonstrar que o L-NAME bloqueou a hipotensao
induzida pelo (-)-1SO na dose 10 mg/kg, indicando uma participagéo parcial do NO (figura 24).
E notéavel que o achado in vitro, ilustrado na figura 27, reforca a concepcao de que o NO néo
desempenha um papel significativo no efeito hipotensor induzido pelo (-)-1SO, uma vez que o
NO é um fator endotelial, e 0 endotélio, de acordo com os resultados in vitro encontrados, ndo

participa do vasorrelaxamento promovido pelo (-)-1SO.
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Essa discordancia entre experimentos in vivo e in vitro também foi observada no
estudo de Moreira 2013 onde o pré-tratamento com L-NAME, bloqueou o efeito hipotensor do
citral nas doses 5, 10 e 20 mg/kg/i.v, demonstrando a participacdo do NO. Em contrapartida,
nos resultados in vitro, também realizados em anéis de artéria mesentérica, ndo houve diferenca
de relaxamento entre anéis com e sem endotélio funcional, demonstrando que os fatores

derivados do endotélio ndo tinham participacdo no vasorrelaxamento induzido pelo citral.

E importante considerar que experimentos in vivo abrangem uma complexidade de
mecanismos que podem biotransformar substancias no organismo apos a sua administracao,
resultando em efeitos que podem diferir dos observados em estudos in vitro (PEREIRA, 2007).
Essa caracteristica € fundamental para entender as divergéncias entre os resultados obtidos para

0 (-)-1SO nos estudos in vivo e in vitro.

Para entender como o (-)-1SO induziu vasorrelaxamento independente do endotélio,
exploramos 0s mecanismos de relaxamento que envolvem vias de sinalizacdo no masculo liso
vascular. Investigamos a abertura de canais de potassio ou o bloqueio dos canais de calcio como
potenciais mediadores desse efeito vasorrelaxante. Essas vias de sinalizacdo tém sido

associadas ao relaxamento vascular e podem explicar os resultados observados para o (-)-1SO.

5.3.1. Avaliacdo da Participacdo dos Canais para Potassio (K*) nas respostas induzidas pelo
(-)-1S0:

Os canais para potassio (K*), devido a sua influéncia sobre o potencial de membrana,
sdo essenciais para a regulacdo do tdnus vascular. O aumento na concentracdo intracelular de
K™ tende a despolarizar a membrana celular, tornando-a mais positiva. 1sso pode levar a abertura
dos canais para célcio voltagem-dependentes, resultando na entrada de célcio para o interior da
célula que contribui para a vasoconstricdo. Ja a saida desses ions hiperpolariza a membrana
celular, tornando-a mais negativa, contribuindo para o fechamento dos canais para calcio e para
a reducdo da concentracdo intracelular desse ion e promovendo consequentemente o
vasorrelaxamento (DOGAN et al., 2019).

A despolarizacdo com KCIl 20 mM impede parcialmente o efluxo de K™ e atenua
relaxamentos mediados pela abertura de canais para K* (CLARK; FUCHS, 1997). Diante disso,
avaliamos a participacdo desses canais nas respostas induzidas pelo (-)-1SO. Como podemos

observar na figura 28, ndo houve diferenca no vasorrelaxamento induzido pelo (-)-1SO apés a
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despolarizagdo com KCI 20 mM (Emax= 110 + 6% ,(-)-1SO + KCI 20, n = 6; versus 115 + 5%,
(-)-1SO) , sugerindo a nédo participacdo desses canais.

No entanto, ap06s o bloqueio dos canais para potassio com TEA (1 mM),
(KHODAKHAH; MELISHCHUK; ARMSTRONG, 1997) -curiosamente, a resposta
vasorrelaxante promovida pelo o (-)-1SO foi significativamente potencializada (Emax= 188 +
24%, (-)-ISO+TEA, n = 6).
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Figura 28 - Curvas concentragdo-resposta para (-)-1SO (10%-102 M) em anéis de artéria mesentérica superior
isolados de ratos sem endotélio funcional (E), pré-contraidos com FEN (1uM) antes (n = 6) e apds incubagdo com
TEA (ImM) ou KCI 20 mM (n = 6). Os valores foram expressos como média + sem. Os dados foram analisados
por ANOVA de duas vias seguido de pés-teste de Bonferroni ** p < 0,01; *** p < 0,001 vs (-)- 1ISO (E").

No estudo publicado por Silva-Filho et al., (2012), o monoterpeno (-)-borneol (10 ~° —
3x10 ~* M) promoveu um efeito vasorrelaxante independente do endotélio em anéis de artéria
aorta de ratos. Uma das vias associadas a esse efeito foi a ativagdo dos canais para potéssio do
tipo dependentes de voltagem (Ky) e sensiveis a ATP (Katp). Em outro estudo, os canais para
potassio também demonstraram participar do efeito vasorrelaxante em anéis aorticos induzido
por outro monoterpeno, o p-cimeno (SILVA et al., 2015). Assim como a rotundifolona que

também promoveu relaxamento em anéis de artéria mesentérica superior de ratos via ativacéo
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dos canais para potassio ativados por calcio de grande condutancia (BKca) (SILVA et al.,
2011).

Em contrapartida, em estudos como os realizados por Moreira et al. (2016) com o -
pineno, BASTOS et al. (2010) com o citronelol e ANJOS et al. (2013) com o linalol em anéis
mesentéricos, foi observado que a pré-incubacdo com TEA 1 mM néo eliminou o efeito
vasorrelaxante induzido por esses monoterpenos, indicando que esses canais ndo desempenham

um papel relevante nessa resposta, de forma semelhante ao que foi observado para o (-)-1SO.

5.3.2. Avaliacdo da Participacéo dos Canais para Calcio (Ca?*) nas Respostas Induzidas pelo
(-)-1SO:

A pré-contracdo com a solucdo de KCI 80 mM promove a contracdo do masculo liso
vascular através da despolarizacdo da membrana celular, que por sua vez ativa 0s canais para
calcio dependentes de voltagem (Cav), resultando em um influxo de calcio e subsequente
contracdo muscular (KARAKI; WEISS, 1988). Sob essa condi¢do, o vasorrelaxamento
promovido pelo (-)ISO foi maior em aneis pré-contraidos com KCI 80 mM nas concentracdes
3x10™ (Emax= 17 % 3%, FEN, n = 6 vs 37 + 4%, KCI 80, n = 6), 107 (Emax= 51 + 9%, FEN, n =
6 vs 87+ 7%, KCI 80, n = 6) e 3x107 (Emax= 83 + 13%, FEN, n = 6 vs 113 + 2%, KCI 80, n =
6) (Figura 29).
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Figura 29 - Curvas concentragio-resposta para o (-)-1SO (106-102 M) em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato sem endotélio funcional (E°), pré-contraidos com FEN (1puM) (n = 6) e com KCI 80 mM (n = 6).
Os valores foram expressos como média + e.p.m. Os dados estatisticos foram analisados por ANOVA de duas vias
seguido pelo p6s-teste de Bonferroni. *p < 0,05; ***p < 0,001 (-)-1SO + KCI80 vs (-)-ISO (E).

Com base nesses achados, podemos inferir que o (-)ISO pode modular a atividade dos
canais para calcio (Cav), impedindo ou reduzindo a entrada de calcio nas células musculares
lisas vasculares e, como resultado, promover o relaxamento dessas células. Além disso, é
crucial considerar que, embora a FEN promova contra¢do por um mecanismo farmacomecanico
e 0 KCI 80 mM por um mecanismo eletromecénico, ambos os agentes contrateis compartilham
0 célcio como um mediador central desse processo. Esta convergéncia no mecanismo de
contracdo sugere fortemente que o (-)-ISO pode estar agindo através do blogueio do influxo

desse ion.

Além disso, foram realizados protocolos com concentragdes crescentes € cumulativas
de CaCl,. Apos a pré-incubagdo com (-)-ISO nas concentragdes 107 e 3x107 as contragdes
induzidas com CaCl, foram significativamente atenuadas, enquanto na de 10~ essas contragdes
foram completamente abolidas (Ema= 101 = 0,7%, controle, n = 6 vs 46 £ 6%, (-)-ISO 1073, n
=6vs 27 £3%, (-)-1SO 103, n =6 vs 2 + 1%, (-)-ISO 10, n = 6) (Figura 30).

Esses resultados reforcam o pressuposto de que o (-)ISO pode atuar como um
bloqueador dos Cav, impedindo ou reduzindo a entrada de calcio nas células musculares lisas,

interferindo na capacidade do CaCl: de induzir contracdo.
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Figura 30 - Curvas concentragdo-resposta para o CaCl, (10 -10° M) em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato sem endotélio funcional (E-), antes (controle) (n = 6) e apds a pré-incubagdo com (-)-1SO (1073,
3x10° ou 102 M; n = 5). Os valores foram expressos como média + e.p.m. Os dados foram analisados por ANOVA
de duas vias seguido pelo pés-teste de Bonferroni. **p < 0,01; ***p < 0,001 vs controle.

Os canais para calcio sensiveis a voltagem sao responsaveis pelo influxo de calcio nas
células musculares lisas vasculares (CMLVs). Os canais CaV regulam a entrada de calcio,
promovendo a vasoconstricao. O principal canal para célcio operado por voltagem encontrado

no musculo liso vascular ¢ o CaV 1.2. (HOFMANN et al., 2014).

Para confirmar a hipotese de que o (-)-ISO age por esses canais, foi realizada a pré-
contracdo com o S(-)-Bay-K 8644, um ativador seletivo dos canais para calcio tipo L
(HOFMANN et al., 2014). Nessa condi¢do, o efeito vasorrelaxante do (-)- ISO foi
potencializado (Emax= 236 + 51%, n =5 vs 115 + 5%, FEN, n = 6) (Figura 31). Esse resultado,
corrobora os obtidos anteriormente e sugere que esse efeito ocorre através da inibicdo das

correntes de Ca*™ de fontes extracelulares através dos canais para célcio tipo L.

Outros monoterpenos também tem demonstrado capacidade de modular correntes de
Ca®". O carvacrol por exemplo, inibiu de maneira significativa as correntes de Ca®" dependentes

de voltagem em midcitos mesentéricos. Este efeito foi observado através da redugdo das
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correntes i6nicas medidas durante a despolarizacdo da membrana celular, indicando uma agao

direta do carvacrol sobre os canais para calcio do tipo L (DANTAS et al., 2015).

Além disso, Filho, (2019) demonstrou em seu estudo, através da técnica “patch-
clamp” que em cardiomidcitos ventriculares isolados os isdmeros de isopulegol foram capazes
de reduzir a corrente de Ca** tipo L e que o (-)-ISO foi mais eficaz em comparagiio com o (+)-
ISO. Esse achado ajuda a fortalecer os resultados encontrados no presente estudo, no entanto,
para confirmar de fato se o (-)-ISO inibe as correntes de Ca®>" em células musculares lisas

vasculares, mais estudos precisam ser realizados.
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Figura 31 - Curvas concentragio-resposta para o (-)-1ISO (10%-102 M) em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato sem endotélio funcional (E’), pré-contraidos com FEN (1uM) (n = 6) e com S(-)-Bay-K 8644 (n =
5). Os valores foram expressos como média + e.p.m. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido
pelo pds-teste de Bonferroni. *p < 0,05; ***p < 0,001 (-)-1SO + S(-)-Bay-K 8644 vs (-)-ISO + FEN (1uM).

Esses resultados estdo de acordo com os relatados para outros monoterpenos. Tanto o
(-)-borneol em anéis aodrticos quanto o B-pineno em anéis mesentéricos foram capazes de
promover vasorrelaxamento em anéis pré-contraidos com KCl 80 mM, semelhante ao efeito
observado nas pré-contragdes induzidas pela FEN. Além disso, esses monoterpenos induziram

uma inibic¢ao das contragdes induzidas pelo CaCl,, bem como, relaxou anéis pré-contraidos com
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S-(-) Bay-k 8644. De acordo com os autores, esses resultados indicam que esses monoterpenos
promovem vasorrelaxamento devido a sua capacidade de bloquear os canais para calcio do tipo

L (MOREIRA et al., 2016a; SILVA-FILHO et al., 2012).

Apesar de compartilhar efeitos similares aos observados para outros monoterpenos, o
(-)-ISO exibiu uma caracteristica particularmente interessante. Nos protocolos com TEA (figura
28), KCl 80 mM (figura 29) e Bay-k (figura 31), condi¢cdes em que a célula estava
despolarizada, o efeito vasorrelaxante foi significativamente potencializado. Esse efeito sugere
que o (-)-ISO pode ter um mecanismo de acdo similar ao da nifedipina (NIF).Para fortalecer
essa hipotese, foi realizado o docking molecular para prever a interagdo do (-)-ISO com a

subunidade a1C dos canais de célcio do tipo L.

A afinidade de ligacdo prevista para NIF e (-)-ISO foi de -6,5 e -5,0 kcal/mol,
respectivamente. O (-)-ISO apresentou quatro interagdes hidrofobicas (Alkyl e Pi-Sigma) com
[1e1058, Met1490, Leul491 e Phe1494 (Figura 32). A anélise de docking molecular foi validada
com base no redocking da NIF no receptor de canal de Ca** tipo L dependente de voltagem de
rato. As posicoes deste ligante e os residuos de interacdo foram comparados com os obtidos
para o (-)-ISO. As principais interacdes ocorreram entre o ligante ¢ Phel190, Phel143,
Tyr1489, Met1490 e Alal1493 através de ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas (Pi-
Sigma, Pi-Enxofre e Pi-Pi-Stacked) (Figura 33). Da mesma forma, a interagao entre (-)-ISO e
o receptor do canal de Ca®" tipo L dependente de voltagem de rato ¢ estabilizada no mesmo
sitio de ligagdo da NIF, por interagdes com quatro residuos, um deles também interagindo com

a NIF (Met1490).
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(-)-Isopulegol — AF-P22002
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Figura 32 - A- Representacdo tridimensional e bidimensional das interagdes moleculares previstas na andlise de
acoplamento entre (-)-Isopulegol e a subunidade alfa-1C do canal de célcio tipo L dependente de voltagem de
Rattus Norvegicus.
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Figura 33 - Representacdo tridimensional e bidimensional das interacdes moleculares previstas na andlise de
acoplamento entre a nifedipina e a subunidade alfa-1C do canal de célcio tipo L dependente de voltagem de Rattus
Norvegicus.
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A NIF ¢ um antagonista dos canais para célcio tipo L dependente de voltagem da
subclasse das dihidropiridinas (KHAN; PATEL; SCHAEFER, 2023). Os canais para calcio tipo
L sdo proteinas transmembranares compostas por varias subunidades. A subunidade a-1 ¢ a
principal e forma o poro pelo qual os ions célcio entram na célula (STRIESSNIG et al., 2014).
Quando a membrana celular se despolariza, os canais para célcio do tipo L abrem, permitindo
a entrada de ions calcio no citoplasma da célula. Em um estado despolarizado, mais canais para
calcio estdo abertos, proporcionando mais oportunidades para a NIF se ligar e bloquear esses
canais, uma vez que seu sitio de ligagdo ¢ dentro da subunidade a1l (TIKHONOV; ZHOROV,
2009). Isso pode resultar em uma maior eficacia do bloqueio da entrada de céalcio, aumentando

o efeito vasorrelaxante da NIF.

Portanto, com base nos dados experimentais e na analise de docking molecular,
podemos inferir que o (-)-ISO exerce seu efeito vasorrelaxante através de um mecanismo
similar ao da NIF, envolvendo o bloqueio dos canais para célcio tipo L. Este achado abre novas
perspectivas para o uso terapéutico do (-)-ISO em condi¢des cardiovasculares que se beneficiam
da vasodilatacio mediada pela inibicdo dos canais para calcio. Estudos adicionais sdo
necessarios para confirmar essas interagdes moleculares e explorar plenamente o potencial do

(-)-ISO como um tratamento alternativo ou complementar na terapia cardiovascular.

Além de serem mediadas pelo influxo de calcio extracelular, as respostas contrateis
podem ser mediadas pela liberacao de calcio pelos receptores de 1P3 do reticulo sarcoplasmatico
(HILL-EUBANKS et al., 2011). Diante disso, foi avaliada a participacdo desses receptores nas
respostas induzidas pelo (-)-ISO na auséncia de célcio extracelular. Nesse contexto, foram
identificadas contracdes transientes originadas dos depdsitos intracelulares, ja que a entrada de
calcio na celula é essencial para a manutencédo da fase tonica (WANG et al., 2002).

A ativagdo com um agonista leva a um breve aumento na quantidade de calcio presente
no citosol, isso acontece devido ao aumento na geragéo de IPs (PATEL; JOSEPH; THOMAS,
1999). A FEN ¢ um agonista ol adrenérgico (RICHARDS; LOPEZ; MAANI, 2023) e embora
atue principalmente através da ativacdo desses receptores, seu mecanismo de acdo pode,
indiretamente, resultar em um aumento na concentracdo de célcio citosélico, por inducdo da
producéo de IPs e liberacdo de célcio do reticulo sarcoplasmatico (CAPEL et al., 2019). Dessa
maneira, buscamos avaliar a participacdo dos receptores de IP3 por meio dessa ferramenta

farmacologica.

Como evidenciado pela figura 34, o (-)-ISO nas concentragdes 1073, 3x10° e 102 M

foram capazes de atenuar as contragdes transientes induzidas por FEN (1uM) (Emax = 100%,



60

CON vs 69 + 6%, (-)-1SO 3x103 vs 1 + 0,4%, (-)-ISO 10?). Indicando a possibilidade da

participacao desses receptores nos efeitos promovidos pelo (-)-1SO.

Bl FEN (Controle)

B FEN + (-)-1SO (103M)
B FEN + (-)-1SO (3x10°3M)
B FEN + (-)-1SO (102M)

100

* k%
* k%
i -

Figura 34 - Efeito das concentragdes isoladas de (-)-ISO sobre as contragdes transientes induzidas por FEN (1pM),
em anéis de artéria mesentérica em solucdo livre de Ca?* sem endotélio funcional (n = 5). Os valores foram
expressos como média + e.p.m. Os dados foram analisados por ANOVA de uma via seguido pelo pos-teste de
Bonferroni. *** p < 0,001 vs controle.
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o1 ~l
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Os receptores de 1Pz parecem ter participacdo nas respostas vasorrelaxantes induzidas
por outros monoterpenos. O (-)-borneol (10, 10* and 10 M) (SILVA-FILHO et al., 2012), 0
citronelol (6,4x10 - 1,9 M) (BASTOS et al., 2010) e o linalol (6,4 x 10° — 6,4 x 103 M)
(ANJOS et al., 2013) também foram capazes de promover a inibi¢do das contracdes transientes

induzidas pela FEN.

5.3.3. Participacdo da Maquinaria Contratil da Musculatura Lisa nas Respostas Induzidas
pelo (-)-1SO:

No processo de contracdo do musculo liso, uma das vias de sinalizacdo intracelular
ativadas pelas proteinas G é a via RhoA, que ativa a Rho-quinase (ROCK) que fosforila
diretamente a miosina fosfatase, uma enzima que normalmente remove grupos fosfato da
miosina, levando a desativacdo da miosina. A fosforilagdo da miosina fosfatase pela ROCK
inibe sua atividade, resultando na manuten¢do da miosina em seu estado fosforilado, o que
permite a intera¢do continua com a actina e, assim, prolonga a contra¢do muscular. A inibicédo
da miosina fosfatase pela ROCK aumenta a sensibilidade das células musculares lisas ao calcio,
permitindo uma resposta contratil mais eficiente mesmo em concentracbes de calcio
relativamente baixas (FUKATA et al., 2001; KHALIL, 2010).
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Para avaliar a participagdo do (-)-1SO nessa via, foram realizadas contragfes com
concentracOes crescentes e cumulativas do ortovanadato de sodio (NazVOs), um inibidor de
fosfatases que promove a contracdo através da inativacao dependente de ROCK da fosfatase de
cadeia leve da miosina (KIM et al., 2022; YAYAMA et al., 2014).

As contragBes induzidas pelo NazVOs (10°-107?) foram significativamente atenuadas
pelas concentragdes isoladas do (-)-1SO, especialmente, nos anéis pré-incubados com a
concentragdo 102 M que foi capaz de abolir as contragdes (Emax= 100%, Controle vs 99,8 +
8%, 1073; 60 + 12%, 3x1073; 2 + 1%, 102, n = 6) (Figura 35).

Diante disso, é possivel supor que o (-)-1SO pode interferir em uma ou mais etapas do
processo de contragdo muscular mediado pelo Ca?*, possivelmente inibindo o processo de
sensibilizacdo ao Ca?* através da via RhoA/ROCK ou a ativacdo de vias de sinalizagio
envolvidas na contrag¢do. Este efeito ¢ semelhante ao observado com o monoterpeno [3-pineno

em artéria mesenteérica superior (MOREIRA et al., 2016).

125+
-@- Na3zVVO, (Controle)
100 - NagVO, + (-)-1SO 103
—A—  NagVO, + (-)-1SO 3x107
o - NagVO, + (-)-1S0 102 @
qv]
O 15
©
=
S
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- Log [NazgVO,] [M]

Figura 35 - Curvas concentragio-resposta para o ortovanadato de sddio (NazVVO4) (10°°- 3x102) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional antes (controle) (n = 6) e ap6s a pré-incubacdo com
(-)-1SO (103, 3x102 ou 102 M) (n = 6). Os valores foram expressos como média + e.p.m. Os dados foram
analisados por ANOVA de duas vias seguido pelo pés-teste de Bonferroni. *** p < 0,001 vs controle.



62

6. CONCLUSAO:

Os resultados encontrados no presente estudo demonstram que administragéo
intravenosa de (-)-isopulegol induz efeitos hipotensores e bradicardicos em animais
normotensos, enquanto a administracdo oral demonstrou hipotensao e taquicardia em animais
hipertensos. A bradicardia provocada pelo (-)-ISO provavelmente decorre da participacao dos
receptores nicotinicos. Por outro lado, o efeito hipotensor parece estar mais relacionado a vias
independentes do endotélio, envolvendo a inibicdo dos canais de calcio sensiveis a voltagem
do tipo L e participacdo dos receptores IP3. Além da sensibilizacdo da maquinaria contratil na
musculatura lisa vascular.

Dessa maneira, € evidente a necessidade da realizacdo de estudos adicionais para
maiores esclarecimentos em relacdo as vias de acdo do (-)-1SO. Essa investigacdo pode levar
ao desenvolvimento de novas terapias farmacoldgicas para o tratamento HAS, oferecendo

novas perspectivas para abordagens terapéuticas dessa condicao.
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PERSPECTIVAS:

Avaliar os efeitos do (-)-1SO sobre correntes de célcio tipo L usando técnicas de patch-
clamp;

Avaliar a participacao do sistema nervoso central na bradicardia induzida pelo (-)-1SO
através de experimentos com tiopental sédico ou vagotomia bilateral;

Avaliar o efeito do (-)-ISO sobre a conducdo elétrica do coracdo usando técnicas de
ECG;

Avaliar o perfil farmacocinético do (-)-1SO em modelo in vivo;

Analise do barorreflexo e modulacdo autondémica;

Utilizagédo de biotecnologias como as B-ciclodextrinas para a reducdo da dose de (-)-
ISO.
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Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO DO EFEITO DO TRATAMENTO AGUDO COM (-)-ISOPULEGOL SOBRE A
HEMODINAMICA DE RATOS NORMOTENSQS", protocolada sob o CEUA n2 2521170223 (b oo0ss2), sob a responsabilidade de André
Sales Barreto e equipe; Izabel Rodrigues de Santana - que envolve a produgdo, manutencao e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esté de acordo com
o0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Sergipe (CEUA/UFS) na reunido de 04/05/2023.

We certify that the proposal "EVALUATION OF THE EFFECT OF ACUTE TREATMENT WITH (-)-ISOPULEGOL ON THE HEMODYNAMICS
OF NORMOTENSIVE RATS", utilizing 36 Heterogenics rats (36 males), protocol number CEUA 2521170223 (b ooos82), under the
responsibility of André Sales Barreto and team, Izabel Rodrigues de Santana - which involves the production, maintenance
and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research
purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules
issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on
Animal Use of the Federal University of Sergipe (CEUA/UFS) in the meeting of 05/04/2023.
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Universidade Federal de Sergipe Universidade Federal de Sergipe

Av. Marechal Rondon, s/n Jardim Rosa Elze - CEP 49100-000 - Sdo Cristdvao/SE - tel: 55 (79) 3194-6510/ 6511
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 18h : e-mail: cepa.ufs@gmail.com
CEUA N 2521170223

75



=ww= Universidade i —r

v Comisséo de Etica no
. Federal de )
@ Sergipe Uso de Animais

S CRr R

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO DO EFEITO SUBAGUDO DO (-) -ISOPULEGOL PURQ E COMPLEXADO EM B-
CICLODEXTRINA EM MODELQO ANIMAL DE HIPERTENSAO ARTERIAL", protocolada sob o CEUA n® 9546170223 (b oo0729), sob a
responsabilidade de André Sales Barreto e equipe; lzabel Rodrigues de Santana - que envolve a produgdo, manutengao efou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino
- esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sergipe (CEUA/UFS) na reunido de 24/07/2023.

We certify that the proposal "EVALUATION OF THE SUBACUTE EFFECT OF (-) -ISOPULEGOL, PURE AND COMPLEXED ON B-
CYCLODEXTRIN IN AN ANIMAL MODEL OF ARTERIAL HYPERTENSION", utilizing 24 Heterogenics rats (24 males), protocol number
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Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO DQ EFEITQ DO (-)-ISOPULEGOL SOBRE A REATIVIDADE VASCULAR DE ARTERIA
MESENTERICA SUPERIOR DE RATOS", protocolada sob o CEUA n? 1239150223 (o oooss2), Sob a responsabilidade de André Sales
Barreto e equipe; Izabel Rodrigues de Santana - que envolve a producdo, manutengao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao
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