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RESUMO

A hipertens&o arterial € uma doenca que acomete principalmente idosos devido as
mudancas morfofuncionais provocadas pela idade e tem se tornado um grande problema
de salde publica. A R(+)-pulegona é um monoterpeno presente no 6leo de Mentha
piperita com atividade vasodilatadora. Utilizou-se anéis de aorta toracica sem endotélio
funcional de ratos wistar para testes de reatividade vascular. Foi investigada a
participacdo de canais para potassio sensiveis a voltagem (Kv), sensiveis a0 ATP (Katp)
e dos sensiveis ao célcio de grande condutancia (BKc.>") incubando-se as preparagdes
com os bloqueadores TEA—1 mM e 3mM , GLIB (10uM ) e 4-AP (1mM). Utilizou-se
FEN para induzir contragdo e concentragdes crescentes de R(+)-pulegona (10™2 - 3x10°
M) foram adicionadas & preparacdo. Os resultados demonstram a comparagéo entre o
valor pD; e Enax, assim, na presenca dos bloqueadores, TEA 3mM (-3,00+0,012 vs -
3,17+0,034), Emax (98,4+0,6% vs 106 + 8,1%); 4-AP (-2,93 +0,012 vs -3,17 + 0,034 —
n=6) Emax (97,1+ 1,5% vs £ 8,1); GLIB (-2,94 + 0,01 vs -3,17+ 0,03) Emax (96,4+
1,2% vs 106+8,1%). Tais resultados indicaram atividade vasorrelaxante sem divergir o
Emax. JA o TEA 1 mM (PD, -3,08+0,02 e Emax 96,4+1,3% vs veiculo PD, -3,17+0,03
e Emax 106+£8,2%), indicando ndo participar da atividade vasorrelaxante de R(+)-
pulegona. Concluimos que o0s canais para potéassio analisados participam do efeito
vasorrelaxante induzido por R(+)-pulegona, medicante o efluxo de K* com excec¢do dos

canais BKcao-+.



1. Introducéo

A hipertensdo arterial € uma doenca multifatorial que acomete principalmente as
pessoas idosas devido ao enrijecimento dos vasos sanguineos. Ha ainda a possibilidade
de expanséo dos danos do compartimento cardiaco, podendo chegar ao cérebro, rins e
vasculatura periférica. (PASSOS, et al.2006)

A hipertensdo arterial é doenca cardiovascular que mais leva ao 6bito tornando-se
um dos problemas de satde publica mais comum e preocupante. No Brasil esta doenca
atinge 30% da populacéo adulta e pode acometer mais de 50% da populacgdo na terceira
idade e 5% das criancas e adolescentes. Os valores pressoricos elevados sao
responsaveis por 40% dos infartos, 80% dos acidentes vasculares cerebrais (AVC) e

25% dos casos de insuficiéncia renal terminal (SBH, 2016).

Um individuo é considerado clinicamente hipertenso quando apresenta pressdo
arterial sistolica igual ou superior a 140 mmHg e a diast6lica alcancga niveis superiores a
90 mmHg. O primeiro valor significa pressdo méxima, onde ocorre a maxima
contracdo, sistole, e o segundo significa a pressdo minima, onde ocorre a méxima
dilatacdo, diastole (SBH, 2016).

Existem inimeros medicamentos anti-hipertensivos no mercado, os quais diferem
apenas no alvo molecular, poténcia e eficacia; sao eles: diuréticos, a-bloqueadores, [3-
bloqueadores, bloqueadores de canais para calcio, inibidores da ECA (Enzima
Conversora de Angiotensina), bloqueadores do recepetor AT1 (angiotensina 1) e
vasodilatadores diretos. O tratamento da HAS pode ser realizado por administracéo de
um Unico farmaco (monoterapia) ou a administracdo de dois ou mais medicamentos,
diferindo apenas sua classe farmacoldgica. Esses farmacos sdo administrados de acordo
com a manifestacdo clinica da doenca no paciente, o que remete a  variacdo

interpessoal.

Neste contexto, um fato que merece destaque é que apenas 23% dos hipertensos
seguem o tratamento recomendado corretamente, 36% dos pacientes ndo seguem o
tratamento e assim, ndo controlam de nenhuma maneira a pressdo arterial e 41% dos
pacientes diagnosticados abandonam o tratamento apds a melhora inicial do tratamento
(SBH, 2016). Um importante fator a ser destacado como causa para a nao adesdo ao
tratamento é a grande quantidade de efeitos colaterais provocado pelo uso do

medicamento, fato que impulsiona o desenvolvimento de alternativas terapéuticas que



favorecam a continuidade do tratamento de paciente com hipertensdo. Fontes
moleculares para o desenvolvimento destes fa&rmacos s&o, sem dulvida, as encontradas
em espécimes da nossa fauna e flora. Assim, destacam-se as plantas medicinais com
potenciais farmacoldgicos para o tratamento dessa patologia, tendo em vista que a
utilizacdo das mesmas com finalidade terapéutica, baseada no conhecimento popular, é

utilizada desde a antiguidade.

O uso da terapia alternativa e complementar tem crescido em todo o mundo, pois,
assim como os medicamentos sintéticos, as plantas podem ser utilizadas para alcancar a
cura ou conter o rapido avanco de alguma patologia. Os usuarios indicam que o custo e
a viabilidade s&o os principais fatores para a utilizacdo das plantas medicinais, mas por
ser natural ndo exclui a possibilidade de ocorrer efeitos colaterais e reacGes adversas.
Diante do exposto, é de suma importancia que os usuarios tenham contato com algum
profissional da satde (médico ou farmacéutico) para auxiliar nas instrucdes de uso para
reduzir os efeitos colaterais que a utilizacdo desta terapia pode oferecer. (ALI-
SHTAYEH et. al., 2013).

Para ratificar o conhecimento popular, descrevendo o(s) principio(s) ativo(s)
responsavel(véis) pelo efeito terapéutico observado de forma a disponibilizar
alternativas seguras para o tratamento de pacientes hipertensos é necessario realizar
diversos tipos de estudos experimentais com tais produtos naturais extraidos de plantas.
Assim, é de grande relevancia o estudo dos monoterpenos, moléculas constituintes de
cerca de 90% dos Oleos essenciais extraidos de plantas e possuem numerosas
propriedades farmacoldgicas dentre as quais se incluem a antimicrobiana, antioxidante,
anestésica e anti-hipertensiva (GUIMARAES et al., 2010).

A R(+)-pulegona, R(+)-2-isopropil-5 metil-cicloexanona, € um monoterpeno que
apresenta atividade antiespasmodica em ileo de ratos (SOARES, et. al.; 2010) e efeito
relaxante no mausculo liso arterial (GUEDES et.al. 2004), bem como, no uterino
(SOUZA, et al.,1997). Esta substancia representa 80% da constituicéo total da Mentha
pulegium e apresenta, ainda, efeito inotropico negativo, ou seja, diminui a forca de
contracdo, a velocidade de desenvolvimento de pressdo pelo miocérdio e a velocidade
de ejecdo, proporcionada pelo bloqueio dos canais para Ca®* do tipo L, investigados em
cardiomidécitos (DE CERQUERA. et al. 2011).
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Figura 1: A- Formula estrutural da pulegona, (R)- 2- isopropil-5 metil-
cicloexanona(Marx e Normam, 1975). B- llustracdo da Mentha x piperita L. (1887 -
Kohlers; Medicinal Plants)



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral:

Identificar a atividade vasorrelaxante independente de endotélio induzida por

R(+)-pulegona em aorta toracica em ratos normotensos.

2.2. Objetivos especificos:

+ Identificar a acdo de R(+)- pulegona sobre os canais para potassio sensiveis ao
ATP (Katp);

 Analisar a participacdo dos canais para potassio sensiveis ao célcio de grande
condutancia (BKc.>") no vasorrelaxamento promovido por R(+)- pulegona;

¢+ Analisar a participacdo dos canais para potassio sensiveis a voltagem (Kv) no

efeito vasorrelaxante de R(+)- pulegona.



3. Materiais e métodos
3.1. Animais

Ratos machos Wistar (250-300 g) provenientes do Biotério Setorial do DFS
foram utilizados nos experimentos. Os animais foram mantidos em sob condicdes
controladas de temperatura (24 + 1°C) e do ciclo de iluminagdo (luzes acesas de 06:00 —
18:00 horas) e tiveram livre acesso a ra¢do para roedores e agua filtrada.

Os procedimentos experimentais realizados com os animais foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da UFS sob protocolo #04/2015, os
quais estdo de acordo com a Lei 11.794 e Diretriz Brasileira de Préatica para Cuidado e
Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.2. Substancias

Cloridrato de L(-)fenilefrina (FEN), Cloridrato de acetilcolina (ACh), tetraetilamonio
(TEA), 4-aminopiridina (4-AP) e glibenclamida (Glib), foram obtidos da
Sigma/Aldrich.

3.3. Solucdes. A composicdo da solucdo de Krebs (em mmol/L): NaCl 118.0
(Dinamica); KCI 4.6 (EEL); CaCl,.2H,O 2.5 (Neon); MgSQ,.7H,O 5.7 (Berzog);
NaHCO;3; 25.0 (Merck); KH,PO,4. H,O 1.1 (Berzog); e Glicose 11 (Merck) (NG et al.,
2013; ZHU et al., 2013).

3.4. Substancia natural utilizada

Realizou-se todos os experimentos aqui apresentados com a R(+)-pulegona
(Sigma/Aldrich, cat #376388) a qual foi solubilizada em cremofor (1% por mL de
solucdo) e posteriormente diluida com agua destilada até que se atingisse a concentracéo

de 1 mmol/L. A concentracdo de cremofor n&o ultrapassou 0,01% (v/v) nos



experimentos realizados, assim, o ndo houveram efeitos contrateis ou relaxantes nos

anéis de aorta evocados pela presenca desta substancia.
3.5. Preparacao de anéis da aorta isolados

O segmento toracico da aorta foi removido do rato e limpo, retirando todo tecido
conjuntivo e gordura presente no mesmo. Anéis de 2-3 mm foram obtidos cortando-se
este segmento, em alguns dos anéis removeu-se 0 endotélio vascular para as
investigacOes da atividade da substancia com o auxilio de hastes metalicas. Os anéis
fixados em hastes foram imersos em 10 mL de solu¢do de KREBS em banho para 6rgéao

isolado (37°C e aerados em mistura carbogénica de 95% O, e 5% CO,).

3.6. Estabilizacéo e verificacéo de endotélio.

Os anéis foram estabilizados durante uma hora aplicando-se a tenséo de 1,0 g em
intervalos regulares de 15 minutos. Apds o periodo de estabilizacdo os anéis de aorta
foram pré-contraidos com FEN (1umol/L), agonista ol adrenérgico (BUSCHER et al.,
1999), e quando foi atingido o platd da contragdo (componente tonico) adicionou-se
Ach (1umol/L), agonista muscarinico para ativar receptores do tipo M3 presentes nas
células endoteliais (REN; NAKANE; CHIBA, 1993). Os anéis com endotélio foram
considerados Vviadveis quando se obtinha a porcentagem de relaxamento igual ou superior
a 80%.

3.7. Investigacdo da atividade vasorrelaxante de R(+)-pulegona.

Para investigar a atividade vasorrelaxante de R(+)-pulegona os anéis contendo ou
ndo endotélio funcional foram submetidos uma pré contracdo induzida por FEN ou
solucdo de KCI 60 mmol/L, que promove a despolarizacdo da membrana plasmatica. No
componente tonico da contracdo, concentracdes crescentes de R(+)- pulegona (10 -

3x10°M), foram adicionadas as preparagoes.



3.8. Investigacdo do envolvimento dos canais de potassio no vasorelaxamento.

Apds a verificacdo do endotélio vascular, bloqueadores de canais para potassio

foram pré-encubados durante 30 minutos:

X/

s TEA 3 mmol/L, blogueador inespecifico dos canais para potassio
(QUAYLE; NELSON; STANDEN, 1997);

< TEA 1mmol/L, bloqueador dos canais BKc.>", (WHITE et al., 2002);

s 4- AP 1 mmol/L, bloqueador de canais Ky, (BERG, 2002);

< GLIB 10®° mmol/L, bloqueador de Karp, (WICHA et al., 2015; NELSON;

QUAYLE, 1995)

Apb6s os 30 minutos foram administradas concentragdes crescentes de R(+)-
pulegona (10° - 3x107) e foram observadas as alteracbes frente ao relaxamento

provocado pela substancia.
3.9. Anédlise de dados.

Todos os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m). As
curvas foram obtidas por meio da regressdao ndo-linear, a partir da qual obteve-se
também os valores de pD2 e efeito maximo (Emax). O teste t de Student foi utilizado
para as analises dos dados e os valores foram considerados significativos quando
p<0,05. Todos os dados foram plotados e analisados no GraphPad Prism™ 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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4. Resultados

4.1. Resposta vasorrelaxante de anéis de aorta com e sem endotélio induzida por

R(+)- pulegona.
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Figura 2: Resposta vasorrelaxante induzido por R(+)-pulegona em anéis de aorta
toracica com endotélio intacto e com endotélio removido. Em A, curvas de
concentragdo-resposta que demostram o efeito da substancia (10° — 3x10° M) na
presenca (e)e na auséncia do endotélio vascular (¢). A direita, grafico em barras
representando o efeito maximo (Emsx em %) e o valor do pD,. Valores expressos como
média + e.p.m, n=5 e n=6, respectivamente. Teste t-Student - ***p<0,001

A figura 2 apresenta o grafico de relaxamento, concentracdo resposta em anéis
com e sem endotélio vascular. Observa-se que R(+)-pulegona apresenta um
deslocamento da curva de vasorrelaxamento para a esqueda na presenca do endotélio.

Além disso, a substancia apresenta atividade independente do endotélio.

zad
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4.2. Resposta vasorrelaxante de R(+)-pulegona induzido pela ativacdo canais

inespecificos
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Figura 3: Modulacéo da resposta vasorelaxante da R(+)- pulegona em anéis de aorta, com
endotélio removido, por bloqueio inespecifico de canais de potassio com TEA 3 mM. Em
A, curvas de concentragdo-resposta para R(+)-pulegona na auséncia do bloqueador (@) e com o

bloqueador (m). Em B pD, e Emax da substancia em anéis na presenca e na auséncia do

bloqueador. Os valores expressos como média + e.p.m. Test t de Student *p<0,5.

A participacdo dos canais para potassio foi investigada com a utilizacdo de TEA
(3 mM). Na situacdo controle observa-se a atividade da substancia na auséncia desse
bloqueador e na comparacdo desta atividade em anéis na presenca do TEA, observa-se
um deslocamento da curva de relaxamento, aumento do valor do pD, (pD,=3,007 +

0,013), sem nenhuma alteracdo no efeito maximo.

Iqd
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4.3. Resposta vasorrelaxante de R(+)- pulegona sobre os canais para potassio

sensiveis ao célcio de grande condutancia (BKca’").
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Figura. 4. Modulacédo da resposta relaxante de R(+)-pulegona pelo bloqueio dos
canais para potassio sensiveis ao calcio de grande condutancia com 1 mM de TEA.
Em A, curvas de concentragdo-resposta na presenca (e) e na auséncia do blogueador
(#). Em B, gréfico em barras evidenciando o valor do pD; e Ens para pulegona na
presenca e na auséncia do blogueador. Os valores foram expressos como média £ e.p.m.
*p<0,05

Na figura 4 temos um grafico de vasorrelaxamento de anéis controle e de anéis
com TEA 1Mm, o qual é um bloqueador especifico BKc,?*. N&o houve nenhuma
alteracdo na atividade da substancia na presenca do bloqueador




4.4. Resposta vasorrelaxante de R(+)- pulegona sobre os canais para potassio

sensiveis ao ATP.
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Figura. 5. Modulacédo da resposta relaxante de R(+)-pulegona pelo bloqueio dos
canais para potassio sensiveis a0 ATP com 10> mM de glibenclamida (GLIB). Em
A, curvas de concentracdo-resposta na presenca (V) e na auséncia do bloqueador (#).
Em B, grafico em barras evidenciando o valor do pD; e Emax para pulegona na presenca

e na auséncia do blogueador. Os valores foram expressos como média + e.p.m.

Na figura 5 observamos um grafico de relaxamento em anéis de aorta submetidos
ao blogqueador de canais para potassio sensiveis ao ATP. Percebemos o deslocamento da
curva para a direita na presenca do bloqueador em relacdo a curva controle: (pD2-2,94
40,012 vs controle -3,17+0,03 n=6), interpretamos como uma inibicdo da resposta de
R(+)-pulegona, mas sem diferenca no efeito maximo( Emax. 96,2 £1,2% vs controle

10628,1% n=6).
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4.5. Resposta vasorrelaxante de R(+)- pulegona sobre os canais para potassio

sensiveis a voltagem.
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Figura. 6 Modulacédo da resposta relaxante de R(+)-pulegona pelo bloqueio dos

canais para potéssio sensiveis a voltagem com 1 mM de (4-AP). Em A, curvas de

concentracdo-resposta na presenca (m) e na auséncia do bloqueador (¢#). Em B, gréafico

evidenciando os valores de pD, e Emsx para pulegona na presenca e na auséncia do

bloqueador. Os valores foram expressos como média + e.p.m. *p<0,001

Na figura 6 podemos perceber que ha um deslocamento do tracado para direita
da curva com 4-AP em relagdo com a curva controle pD; ( -2,94 + 0,012 vs controle -

3,17+ 0,03), mas sem alterar o efeito maximo (Emax 97,1+ 1,5% vs controle 106+8,1%

n=6).



5. Discussao

Algumas plantas medicinais produzem substancias arométicas que possuem
diversos beneficios, dentre eles, a atividade antineoplésica, antibacteriana, antifungica,
antiviral, bem como a acdo hipotensora (EDRIS, 2007). O principal constituinte dos
Oleos essenciais sd0 0s monoterpenos, 0s quais sdo provenientes do metabolismo
secundario das plantas, sendo sintetizados e armazenados em tricomas glandulares, o0s
quais sdo protuberancias foliares (McCASKILL, et al., 1992). A pulegona é um
exemplo de monoterpeno cetdnico proveniente da Mentha piperita L. e por desviar da
luz plano polarizada, pode ser encontrada na forma de S(-)-pulegona e R(+)-pulegona,
sendo esta Gltima, em maior quantidade. Apesar dos diversos efeitos benéficos citados,
ja foi descrito que, em altas concentra¢bes a R(+)-pulegona produz efeito hepatotoxico
(ENGEL, 2003).

A atividade hipotensora dos monoterpenos pode ser evidenciada de acordo com
inimeros estudos, como demonstrado por Dantas (2015), no qual o monoterpeno
carvacrol induziu uma resposta independente de endotélio e se teve principalmente a
inibicdo do influxo de fons calcio (Ca®*), impedindo assim a vasoconstricdo. Machado
(2014), estudou uma substancia sintetizada a partir do componente majoritario do éleo
de ricino, e identificou que esta ela produzia efeito hipotensor e bradicérdico a partir da

doacdo de 6xido nitrico.

Um estudo desenvolvido por Lima et al. (2012) demonstrou a importancia da
posicdo da ligacdo cetdnica na avaliagdo da atividade vasorrelaxante em artéria
mesentérica de ratos normotensos, indicando a relacdo entre estrutura e a atividade.
Ainda neste estudo foi evidenciado a potencializacdo da atividade vasodilatadora de (+)
-pulegona devido sua metabolizacdo, originando metabdlitos ativos. No entanto, ndo foi
proposto nenhum tipo de mecanismo de acao possivel.

Silva-Filho, et al. (2011) realizou um estudo com Borneol, verificando o aparato
contratil das células musculares lisas vasculares (CMLV) a partir dos canais para célcio
e 0s canais para potassio. Descobriu entdo que a resposta hipotensora do borneol se deu
pelo bloqueio dos canais para célcio, impedindo o influxo desses ions e, por conseguinte
impedindo a despolarizacdo celular, bem como ativou 0s canais para potassio,

estimulando o efluxo de tais ions e promovendo a hiperpolarizagdo celular.



Existem diversos tipos de canais para potassio, os quais sdo estimulados por
diferentes tipos de moléculas sinalizadoras ou até mesmo pela diferenca de potencial
existente na membrana. A atividade proveniente destes canais é de suma importancia
para a manutencdo do ténus vascular (SOBEY, 2000). O estudo de substancias que

atuem nesses canais € um caminho para a descoberta de substancias anti-hipertensivas.

No presente estudo foi estudada a atividade de R (+) - pulegona em anéis de aorta
em ratos normotensos na presenca e na auséncia de endotélio. Percebeu-se entdo um
deslocamento para a esquerda, evidenciando que o endotélio promoveu a
potencializagdo da atividade vasorrelaxante (fig.2). Ha, portanto, a ativacdo de
receptores presentes no endotélio liberando substancias que s&o vasodilatadoras

derivadas do endotélio, tais como EDHF e 6xdio nitrico.

O TEA 3 mM é um bloqueador inespecifico dos canais de potéassio presentes na
membrana (QUAYLE; NELSON; STANDEN, 1997), dessa maneira, pela fig.3,
percebemos um deslocamento para direita em relacdo ao controle corroborando que
pulegona tem o seu efeito relaxante mediado por canais de potéssio. No entanto, o efeito
maximo ndo difere entre os anéis da aorta toréacica controle e os pré-encubados com
TEA 3mM, percebe-se entdo que o efeito vasorelaxante da pulegona sofre influéncias
de outros canais e substancias vasodilatadoras, tais como éxido nitrico e EDHF. Kang e
Seol (2015), ao estudarem o linalol, perceberam que este monoterpeno auxiliava na
hiperpolarizagdo vascular por meio da ativacdo de canais para potassio e permitindo o

efluxo deste ion, bem como ocorreu com R(+)-pulegona.

O TEA 1mM (fig. 4), nesta concentragdo € um bloqueador especifico para canais
de potassio sensiveis a célcio de grande condutancia (BKc,) presentes na membrana,
ndo percebemos o deslocamento para direita significativo, desta maneira, compreende-
se que os canais BK¢, ndo participa do efeito vasorrelaxante da substancia (WHITE et
al., 2002). Esse resultado, diverge do proposto por Silva et al. (2011) ao estudar o

monoterpeno rotundifolona.

A 4- AP 1 mM (4- amino-piridina), fig.5, é um bloqueador especifico para 0s
canais de potassio sensiveis a variagdes de voltagem na membrana (K,), (BERG, 2002)
e a glibenclamida 10°(WICHA et al., 2015; NELSON; QUAYLE, 1995), fig. 6, é um
bloqueador especifico de canais de potassio sensiveis a ATP (Katp), percebe-se que

ambos apresentam um deslocamento para direita em relacdo ao controle ratificando que



a pulegona tem seu efeito relaxante mediado por canais de potassio do tipo K, e Karp.
Silva-Filho, et al (2011), ao estudar o borneol percebeu que a atividade hipotensora
dependente do efluxo de potassio era proveniente dos K,s e dos Karps, resultado
semelhante ao apresentado por Peixoto-Neves (2009) ao avaliar a atividade de dos

isbmeros fenolicos carvacrol e timol.



6. Conclusao

R(+)-pulegona promove a atividade vasorelaxante, independentemente do
endotélio vascular mediante a ativagdo de canais de potassio, aumentando o efluxo deste

ion, favorecendo a hiperpolarizacdo das células musculares lisas vasculares.
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