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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito da combinacao do treinamento fisico aerébio e carvacrol
sobre modulacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona na hipertenséo
arterial sistémica. Método: Foram utilizados seis rupos, cada um com seis animais:
G1- Wistar- controle normotenso tratado com sorbitol; G2- SHR- controle
hipertenso tratado com sorbitol; G3- SHR- tratado com losartana (50mg); G4- SHR-
tratado com Carvacrol (20mg); G5-SHR- treinado com exercicio aerébio 60
minutos; G6-SHR- tratado com Carvacrol (20mg) + 60 minutos de exercicio aerébio.
Os animais receberam tratamento com administracdo por gavagem durante 4
semanas e um protocolo de exercicio fisico aerdbio sendo a intensidade ajustada
a cada semana e com registro semanal de peso, consumo de racao, frequéncia
cardiaca, pressdao arterial sistdlica, diastélica e média. Ao final do tratamento, foram
realizadas dosagens bioquimicas sanguineas para parametros renais, hepaticos,
lipidicos e dosagens séricas de angiotensina 1-7 e ECA |. Resultados:
Observamos que o tratamento proposto foi capaz de reduzir niveis pressoéricos dos
animais hipertensos, sendo a hipertensdo controlada apés 4 semanas de
intervencao. O grupo Exercarv, apresentou maiores magnitudes de reducao da PA,
quando comparado aos demais grupos, apresentando valores pressoricos de PAS
122,0 = 3,8 mmHg, PAD 97 + 3,0 mmHg, PAM 105,5 + 2,3 mmHg. Ainda, o grupo
ExerCarv ocasionou redu¢des nos niveis de TG, CT, VLDL, TG/HDL e CT/HDL
assim como, nos niveis de ureia e AST. O tratamento isolado com carvacrol, assim
como sua combinagdo com treinamento fisico aerdbio, foram capazes de reduzir
atividade da ECA | em comparac¢ao com o grupo SHR com p<0,001. A Ang 1-7 ndo
apresentou aumento, porém nao diferiu estatisticamente dos animais nhormotensos.
Discusséo: Nossos achados evidenciam que quatro semanas de treinamento
fisico aerdbio combinado com administracdo via oral de carvacrol 20mg/kg/dia
mostra acdo anti-hipertensiva. Com melhoras nos niveis lipidicos e em marcadores
da fungéo hepética e funcéo renal. Ainda, sugere-se que o carvacrol combinado
com treinamento aerobio, exerca agdo anti-hipertensiva por inibicdo da ECA |
modulando assim o SRAA, sem influéncia do brago contrarregulador da Ang 1-7.
Conclusao: Quatro semanas de tratamento com carvacrol combinado com
treinamento fisico aerdbio mostraram efeito anti-hipertensivo, associado com
inibicdo da ECA. Além disso, o tratamento melhorou os parametros renais,
hepaticos e lipidicos.

Palavras-Chave: Carvacrol; Treinamento fisico aerdbio; sistema renina-
angiotensina-aldosterona; Hipertensao.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of the combination of aerobic physical training and
carvacrol on modulation of the renin-angiotensin-aldosterone system in systemic
arterial hypertension. Method: 6 groups were used, each with 6 animals: G1-
Wistar-normotensive control treaded with sorbitol; G2- SHR hypertensive control
treated with sorbitol; G3- SHR- treated with losartan (50mg); G4- SHR- treated with
carvacrol (20mg); G5-SHR- trained with 60 minutes aerobic exercise; G6-SHR-
treated with carvacrol (20mg) + 60 minutes of aerobic exercise. The animals
received treatment with administration by gavage for 4 weeks and a protocol of
aerobic exercise being the intensity adjusted each week and with weekly recording
of weight, feed consumption, heart rate, systolic, diastolic and mean blood pressure.
At the end of treatment, biochemical measurements were performed for renal,
hepatic, lipid parameters and serum levels of angiotensin 1-7 and ACE |. Results:
of the hypertensive animals, and the hypertension was controlled after 4 weeks of
intervention. The Exercarv group presented greater magnitudes of BP reduction,
when compared to the other groups, presenting pressure values of SBP 122.0 + 3.8
mmHg, DBP 97 + 3.0 mmHg, MAP 105.5 + 2.3 mmHg. Furthermore, the ExerCarv
group caused reductions in TG, CT, VLDL, TG/HDL and CT/HDL levels, as well as
urea and AST levels. The treatment with carvacrol alone, as well as its combination
with aerobic physical training, were able to reduce ACE | activity compared to the
SHR group with p<0.001. Ang 1-7 showed no increase, but did not differ statistically
from normotensive animals. Discussion: Our findings show that four weeks of
aerobic physical training combined with oral administration of carvacrol
20mg/kg/day shows antihypertensive action. With improvements in lipid levels and
markers of liver and kidney function. Furthermore, it is suggested that carvacrol
combined with aerobic training exerts antihypertensive action by inhibiting ACE |,
thus modulating the RAAS, without the influence of the counter-regulatory arm of
Ang 1-7. Conclusion: Four treatments of carvacro of intensive aerobic exercise
training with anti-hyper effect combined with combined weeks of ACE. In addition,
the treatment improved liver and lipid parameters.

Keywords: Carvacrol; Aerobic physical training; renin-angiotensin-aldosterone
system; Hypertension.
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1 INTRODUCAO

A Hipertensao Arterial Sistémica (HAS) é uma doenca cronica conhecida por
apresentar niveis sustentados e elevados de Pressao Arterial (PA), sendo uma
patologia silenciosa com morbimortalidade preocupante, considerada um problema
de saude publica de diagnostico geralmente tardio (ROSARIO et al., 2009; MEIRA
et al., 2017).

Atualmente, existe um amplo arsenal terapéutico disponivel para o
tratamento da HAS, sendo os medicamentos Antagonistas de Receptores de
Angiotensina Il (ARA) uma das classes utilizadas para o tratamento dessa patologia
(POWERS; GREENE; BALFE, 2011). A losartana faz parte desse grupo e segue
sendo um dos medicamentos comumente empregados no tratamento da HAS,
insuficiéncia cardiaca, prevencao de acidente vascular encefalico e nos pacientes
com diabetes mellitus que tenham comprometimento renal (MALACHIAS et al.,
2016).

Nos ultimos anos, o notavel avanco cientifico na bioprospeccéo de produtos
naturais envolvendo plantas usadas tradicionalmente como medicinais e seus
metabdlitos secundarios, proporcionou a descoberta de diversos fitoquimicos com
potencial de tratar a HAS (TOMAZZONI et al., 2006; BAKKALI et al., 2008; MELO
et al., 2010; RAJPUT et al., 2018; SAMAHA et al.,, 2019). Dentre os diversos
compostos ja reportados na literatura, ha interesse em intensificar o uso do
carvacrol (MELO et al., 2010; RAJPUT et al., 2018; LIMA et al., 2020).

O carvacrol € um monoterpeno presente nos 6leos essenciais, oriundo do
orégano (Origanum vulgares, Origanum dictamnus e Origanum majorana) e tomilho
(Thymus vulgaris, Thymus capitatus e Thymus serpyllum) (BASER, 2008; SANTOS
et al., 2011; SUNTRES et al., 2015). Entre as acdes biolégicas do carvacrol,
destacam-se as propriedades anti-inflamatéria (LIU et al., 2018) e antioxidante
(BELLES et al., 2019). Em relacdo a suas propriedades sobre o sistema
cardiovascular, foi possivel observar acdo vasorelaxante e efeito hipotensor em
ratos (AYDIN et al., 2007; DANTAS et al., 2015).

E importante ressaltar que o Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
(SRAA) é um ponto chave para o controle da hipertensédo (REN et al., 2016). Do
SRAA, destacam-se a Enzima Conversora de Angiotensina (ECA), capaz de

transformar Angiotensina | (Ang |I) em Angiotensina Il (Ang Il), sendo esse um
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peptideo que estimula a vasoconstricdo, levando ao aumento da presséo arterial
(PA), e por fim, a Angiotensina 1-7 (Ang 1-7) que € um agente que desempenha
funcado vasodilatadora e cardioprotetora, proporcionando reducao da PA.

Em continuidade, sabe-se que o aumento do nivel de Ang 1-7 durante a
inibicdo da ECA | e o bloqueio do receptor AT1R (receptor da Ang Il) pode resultar
na ativacao dos receptores MAS (receptor de Ang 1-7) e na inducéo de efeitos anti-
hipertensivos e cardioprotetores (PESSOA et al., 2013).

Nesse sentido, trabalhos desenvolvidos recentemente por nosso grupo de
pesquisa, mostram que a administracdo oral de carvacrol diariamente, associado
ou ndo ao treinamento aerdbio, reduziu a PA de animais espontaneamente
hipertensos (SHR), sugerindo efeito anti-hipertensivo comparaveis a amlodipina e
losartana, drogas empregadas como padrao de tratamento anti-hipertensivo, com
efeitos promissores sobre a expressao génica dos receptores AT1 e MAS em tecido
renal, apontando uma provavel interacao do carvacrol com o0 SRAA (COSTA et al.,
2021; DIAS et al., 2022).

Paralelamente & terapia medicamentosa, tem-se o treinamento fisico
aerébio, o qual j& é consenso na literatura os seus efeitos sobre a PA, atuando na
prevencdo e tratamento da HAS, modulando a atividade do SRAA, como
demonstrado em varios estudos pré-clinicos (PESCATELLO et al.,, 2004;
FERNANDES et al., 2012; SHAH et al., 2012; ALMEIDA et al., 2020) e estudos
clinicos (JONES et al., 2006; PESCATELLO et al., 2007; MAGALHAES et al.,
2020). Adicionalmente, estudos mostram que o treinamento aerébio pode induzir a
mecanismos cardioprotetores e anti-hipertensivos associados a reducfes na
atividade da ECA | e nos niveis de Ang Il (NEGRAO; MIDDLEKAUFF, 2008; KAR
et al., 2010), além de aumentar a expressao de Ang 1-7 (FILHO et al., 2008).

Diante do exposto, ainda sdo limitados estudos que abordem o efeito do
carvacrol e sua combinac&o com treinamento fisico aerébio na hipertenséo arterial
sistémica, bem como seu possivel efeito na modulagdo do SRAA. Desse modo, 0
presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito da combina¢éo do treinamento
fisico aerdbio e carvacrol sobre niveis pressoricos de SHR, avaliacdo bioquimica
sérica de parametros lipidicos, além do efeito sobre a ECA | e Ang 1-7. Esses
resultados sdo Uteis para respaldar o carvacrol como fitoquimico promissor como

matéria prima na geracao de novos medicamentos anti-hipertensivos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da combinacdo do treinamento fisico aerdbio e carvacrol
sobre modulacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona na hipertenséo
arterial sistémica.

2.2 Objetivos Especificos

. Avaliar efeito da combinacéo treinamento fisico aerobio e carvacrol quanto
ao consumo de racao e evolucéo ponderal de SHR;

. Mensurar os padroes hemodinamicos de SHR tratados com carvacrol e
submetidos ao treinamento fisico aerdbio;

. Analisar o efeito da combinacé&o treinamento fisico aerébio e carvacrol sobre
0s parametros bioquimicos séricos em SHR;

. Quantificar o efeito da combinacgéo treinamento fisico aerdbio e carvacrol
sobre a atividade da ECA | e Ang 1-7.
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3 HIPOTESES
3.1 Hipotese 1

Espera-se que a interagdo do carvacrol com treinamento fisico aerobio
reduza a pressao arterial de maneira mais proeminente, aumente a sintese de
angiotensina (1-7) e reduza as concentracfes séricas da enzima conversora de

angiotensina (ECA), regulando os niveis de pressao arterial em SHR.

3.2 Hipotese nula

Espera-se que a interacdo do carvacrol com treinamento fisico aerébio nédo
aumente a sintese de angiotensina (1-7) e ndo reduza as concentracdes séricas da
enzima conversora de angiotensina (ECA), ndo alcancando a regulacéo dos niveis

de pressao arterial em SHR.



16

4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Mecanismos de controle da pressao arterial

A regulacdo da PA é mediada por diversos mecanismos fisiologicos, dentre
eles temos atuacéo a nivel vascular, neural e hormonal. A nivel vascular podemos
destacar a participacdo dos vasos sanguineos, possuindo capacidade de
autoajuste do seu diametro, promovendo alteracées no fluxo sanguineo e na PA.
Essas modificacbes estdo ligadas diretamente a capacidade contratil da
musculatura lisa vascular, tendo participacdo significativa do endotélio nesse
controle. Assim, o Oxido nitrico € considerado o principal fator vasorrelaxante
derivado do endotélio, seguido do fator hiperpolarizante, prostaciclina, e espécies
reativas de oxigénios, sendo os principais fatores de contragdo derivados do
endotélio (CARVALHO et al., 2001; PEREIRA, 2019).

Estas substancias liberadas pelo endotélio vascular, atuam promovendo
vasodilatacdo e/ou vasoconstricdo, controlando o diametro dos vasos e da
resisténcia vascular, contribuindo assim com a regulacédo da PA (CARVALHO et al.,
2001; KIM et al., 2013).

A regulacdo a nivel neural, atua sobre atividade do sistema nervoso
autbnomo (SNA) associado aos barorreceptores e quimiorreceptores. O SNA é
composto por projecdes neurais aferentes, eferentes e centro integrador. O centro
integrador localiza-se no bulbo, o qual recebe informacfes a respeito do nivel
pressoérico através de vias neurais sensoriais aferentes (quimiorreceptores e
barorreceptores) e as processa, elaborando uma resposta eferente que culminara
em modificacdes sistémicas com o propdsito de controlar as alteragdes percebidas
nos niveis pressoricos e, assim regulando a PA (SILVERTHORN, 2010). No
coracao modulam o DC por meio da atividade inotrépica e cronotropica, e nos vasos
atuam sobre a RVP (WAISMAN, 2018).

4.2 Hipertensao Arterial Sistémica
4.2.1 Classificacéo e epidemiologia

A HAS é uma doenca cronica nao transmissivel de carater multifatorial
caracterizada por apresentar nivel pressoéricos elevados e sustentados da PA. A

HAS quando nédo controlada, leva a danos a 6rgaos alvos, disturbios metabdlicos,
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alteracbes funcionais, infarto agudo do miocardio e doengas renais cronicas
(MALACHIAS et al., 2016; BARROSO et al., 2021). A HAS é um problema de saude
publica tanto no Brasil como no mundo (BRASIL, 2013; MEIRA et al., 2017).
Segundo Barroso et al. (2021), a HAS caracteriza-se por apresentar
elevacdo persistente da PA, ou seja Pressao Arterial Sistélica (PAS) igual ou
superior que 140mmHg e Presséo Arterial Diastolica (PAD) superior ou igual a 90
mmHg, sendo possivel classifica-la em normal; pré-hipertensdo; hipertensao
estagio 1; hipertensdo estagio 2; hipertensédo estagio 3 e hipertensdo sistolica
isolada, tendo cada uma dessas classificacdes valores especificos tanto para a

PAS quanto para a PAD, como observado na Tabela 1.

Tabela 1: Classificacdo da pressao arterial de acordo com as Diretrizes Brasileira
de Hipertensao

Classificacao PAS (mm Hg) PAD (mm Hg)
Normal <120 <80
Pré-hipertenséo 121 -139 81 -89
Hipertenséo estagio 1 140 - 159 90 - 99
Hipertenséo estégio 2 160 — 169 100 -109
Hipertenséo estagio 3 =180 =110
Hipertensao sistolica isolada =140 <90

Fonte: Barroso et al. (2021).

Estudos mostram que a HAS esta relacionada com diversos fatores, como
elevada prevaléncia na populacao, atribuida ao crescimento da popula¢cdo mundial,
envelhecimento populacional, além da exposi¢cao a comportamentos de risco, como
0S maus habitos alimentares, sedentarismo, consumo de tabaco, &lcool, e
exposicdo cronica ao estresse, bem como fatores genéticos e socioeconémico
(MALACHIAS et al., 2016; LOBO et al., 2017; SANTIAGO et al., 2019; BARROSO
et al., 2021).
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Assim, estudos sinalizam que em 2025, 29% da populacéo adulta do mundo,
ou aproximadamente 1,56 bilhdo de pessoas estarao hipertensas. (CALZERRA et
al., 2018). Segundo a OMS (2019) a HAS atinge cerca de 1,13 bilhdo de pessoas
no mundo e menos de 20% dos hipertensos tem essa doenga sob controle. Mesmo
sendo facilmente diagnosticada, prevenida e tratada, ela progride como uma das
principais causas de morte no pais. Vale ressaltar, que ela apresenta um fator de
risco de morbimortalidade cardiovascular, além do mais, apresenta uma baixa taxa
de controle no Brasil (18% a 19,6%) atingindo 25% da populagdo com mais de 20
anos de idade (BEZERRA et al., 2018; MALACHIAS, 2019).

4.2.2 Fisiopatologia da hipertensao arterial sistémica

A fisiopatologia da HAS envolve alteragdes no controle nos mecanismos
rapidos (barorreflexo), aumento do Débito Cardiaco (DC) e Resisténcia Vascular
Periférica (RVP), maior ativacdo simpatica, disfuncdes endoteliais e alteracdes no
SRAA (MACHADO; GOMES; QUEIROZ, 2018; LIMA, 2021).

Assim, o aumento da descarga adrenérgica através da estimulacao
simpética, ocasiona aumento do DC, e consequentemente aumento da PAS. E a
vasoconstricdo ocasionada tanto por fatores neurais, hormonais e intrinsecos a
musculatura lisa vascular, elevam a RVP e principalmente a PAD. Portanto, a
manutencdo dos niveis pressoricos elevados é ocasionada por disfuncées nos
mecanismos reguladores do DC e da RVP de maneira isolada ou associada
(SILVERTHORN, 2010), predispondo para o desenvolvimento de doenca
coronariana, aterosclerose e doenca renal cronica, levando a um fator determinante
para o surgimento prematuro de morbidade e mortalidade cardiovascular. Desse
modo, é extremamente importante o conhecimento fisiopatolégico da doenca para
desenvolvimento de novas terapias para o tratamento medicamentoso ou nao
dessa patologia (GIOSIA et al., 2018; MACHADO; GOMES; QUEIROZ, 2018).

4.2.3 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

O SRAA ¢é conhecido por apresentar regulacdo fisiolégica da PA,
controlando alteragBes hidroeletroliticas. Os principais elementos do SRAA séo:
renina, angiotensinogénio, Ang |, ECA, Ang Il e Ang 1-7 (CALZERRA et al., 2018;
TOUYZ; MONTEZANO, 2018).
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A enzimarenina, € sintetizada e liberada pelas células justaglomerulares dos
rins, que agem através de estimulos incluindo o aumento da atividade do sistema
nervoso simpatico (SNS), a renina realiza a clivagem do angiotensinogénio, um
peptideo liberado pelo figado, em Ang |, que por sua vez sofrera acdo da ECA,
produzida na superficie do endotélio pulmonar que converte a Ang | em Ang Il, além
de degradar a bradicinina em fragmentos inativos, aumentando assim, a producao
de um potente vasoconstrictor, a Ang Il, e simultaneamente, degradando uma
substancia natriurética e vasodilatadora, a bradicinina (KURTZ, 2011; REN et al.,
2016).

Embora nado seja considerado um fator limitante para a sintese de Ang Il, a
ECA, todavia, é a maior e, certamente, o determinante final da existéncia dos niveis
de Ang Il na circulacdo e em tecidos. Contudo, acéo inibitéria da ECA pode
promover reducdo na PA, através da interferéncia na reducéo da conversao de Ang
I em Ang Il e pela inibicdo da degradacdo da bradicinina, diminuindo assim a
resisténcia vascular periférica (RVP) (SANJULIANI et al., 2011).

Assim, a Ang |l pode realizar acdo através de dois receptores distintos
acoplados a proteina G o ATiR e AT2R (PATEL et al.,, 2017). A ativacao dos
receptores ATiR estdo relacionados a regulacdo fisiolégica sistémica e da
homeostase, através da vasoconstricdo, em condi¢cdes disfuncionais esta
associado ao aumento do estresse oxidativo, inflamacdo e desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (TOTH et al., 2018). Os AT2R tém efeitos opostos aos
AT:1R, onde sua ativacdo estimula a vasodilatacdo e efeitos anti-inflamatérios,
levando assim a modulacdo de doencas cardiovasculares, progressdo das
ateroscleroses e regulacdo da PA (KURTZ, 2011; WANG et al., 2017; MILLER;
ARNOLD, 2019).

A Ang Il circulante age na pressao arterial por duas maneiras, 1) realizando
vasoconstricdo das arteriolas e veias, 2) estimulando a retencéo de liquido e sodio
pelos rins. Sua atuacao sobre a retengéo hidrica e sédio ocorre por agéo direta nas
arteriolas renais, promovendo constricdo das mesmas, 0 que diminui o fluxo
sanguineo para 0s rins, e consecutivamente reduz a pressao nos capilares
peritubulares, provocando a rapida reabsorcao de agua e sodio pelos tubulos renais
(GIESTAS et al., 2010; OPARIL et al., 2018; TOUYZ; MONTEZANO, 2018). A Ang

Il também é um potente estimulante da liberacdo de aldosterona pelas glandulas
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adrenais. A aldosterona promove absorcdo acentuada de agua e sédio pelos
tubulos renais, o que a longo prazo eleva a PA (OPARIL et al., 2018).

Contudo, no SRAA existe um braco vasodilador, que se caracteriza pelo
heptapeptideo Ang 1-7 que se opbe as acdes deletérias da ECA/Ang Il. A Ang 1-7
é formada a partir da degradacdo de Ang Il por meio da enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA 2) e Ang | por meio da angiotensina (1-9). A Ang 1-7 atua em
receptores especificos (receptor Mas), exercendo fungcdo vasoprotetora,
cardioprotetora e anti-inflamatdria, podendo diminuir a PA (TOUYZ; MONTEZANO,
2018). A Figura 2 abaixo, apresenta um resumo da acédo da ECA/Ang Il e Ang 1-7.
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Fonte: Touz; Monteiro (2018)

Figura 1. Representacéo da acédo de ECA/Ang Il e Angiotensina 1-7.

Diante disso, a hiperatividade do SRAA compb6e uma das vias da
fisiopatologia da HAS e de outros fatores como aterosclerose e disfungéo
endotelial. Os mecanismos contrarreguladores desse sistema, parecem estar
ligados a interagédo Ang 1-7 - Mas, bem como a mecanismos inibitérios da ECA e
receptores ATiR (GIESTAS; RAMOS, 2010; OPARIL et al., 2018).

4.2.3 Ratos espontaneamente hipertensos como modelo experimental na
hipertensdo essencial humana
Estudos sobre hipertensdo em modelos animais que melhor mimetize a

hipertensdo essencial no ser humano, € um passo importante para melhor
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compreensao da fisiopatologia, bem como desenvolvimento de novas terapias que
auxiliem no controle da PA.

Assim, Okamoto & Aoki (1963) introduziram um novo modelo experimental
de hipertensdo, sem que nenhum recurso fisiol6gico, farmacoldgico ou cirurgico
fosse necessario. Os ratos espontaneamente hipertensos (SHR), foram
desenvolvidos por uma reproducdo genética. Desde entdo, os SHR séo
reconhecidos como um excelente modelo de hipertensdo experimental e pode
servir como modelo de estudos clinicos da hipertensédo essencial humana.

Esse modelo experimental configura um dos modelos mais estudados na
literatura, devido, principalmente, a similaridade da sua fisiopatogénica com a
hipertensédo essencial em humanos, embora a hipertensdo em humanos néo seja
causada exclusivamente por fatores genéticos (OKAMOTO; AOKI, 1963). A
semelhanca entre a hipertensdo humana observada no SHR, inclui: predisposi¢céao
genética para hipertensdo sem etiologia especifica, o aumento da resisténcia
periférica total sem expansao de volume, igual resposta a tratamentos com drogas
(TRIPPODO; FROHLICH, 1981).

Estudos mostram que os animais SHR, comecam a desenvolver hipertenséo
a partir da quinta semana de vida, apresentando valores pressoéricos que
caracterizam a hipertenséo entre 72 e 152 semanas com niveis pressoricos altos
estabilizados entre 202 e 282 semanas de idade, com média da pressédo arterial
sistolica para SRH de aproximadamente 190 — 200 mmHg, comparada com 115-
130 mmHg para os animais wistar (ZICHA; KUNES, 1999; YAMORI, 2013).

Nesse modelo é possivel observar aumento da resisténcia vascular
periférica, hiperatividade simpética, hiperatividade do SRAA, bem como
desbalanco de fatores natriuréticos, gerando lesdo em 6rgéos alvos e disfuncéo
vascular. O modelo de hipertensao espontanea possibilita estudar diversas terapias
com alvo tanto na regularizagdo dos mecanismos de controle da PA, quanto nos
orgaos alvos afetados nesse modelo (THOMAS et al., 1997). Assim, tornando-o
reconhecido como um excelente modelo de hipertensdo experimental e servindo
como modelo de estudo clinico da hipertenséo essencial humana (FAZAN JR et al.,
2001).
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4.3 Carvacrol

O carvacrol € um monoterpeno produzido por plantas aromaticas, oriundo do
orégano (Origanum vulgares, O. dictamnus e O. majorana) e tomilho (Thymus
vulgaris, T. capitatus e T. serpyllum). O carvacrol é usado em concentracdes como
ingrediente aromatizante e conservantes de alimentos, assim como ingredientes de
fragrancia em formulacbes cosméticas. Contudo, nos ultimos anos estdo sendo
realizadas estudos para estabelecer acdes biolégicas do carvacrol para aplicacdes
clinicas (SANTOS et al., 2011; SUNTRES et al., 2015).

O carvacrol ou 2-metil-5-(1-metiletil)- fenol, tem férmula molecular C10H140,
com massa molecular de 150 g/mol, sendo um liqguido amarelo em temperatura
ambiente (LLANA-RUIZ-CABELLO et al., 2014).

CHis

OH

HsC CH

Fonte: (SOUZA; FERRAZ-FREITAS, 2016).

Figura 2: Estrutura quimica do Carvacrol.

Acerca do grande avanco cientifico sobre sintese de novas moléculas
derivadas de produtos naturais, o carvacrol representa grande possibilidade de
modificagdes estruturais, sendo realizada pela introducao de grupos que conferem
novas propriedades quimico-farmacolégicas. Nesse sentido, é notavel que
produtos naturais tenham potencial no desenvolvimento de novas drogas, assim a
sintese do carvacrol € bastante estudada e explorada (MELO et al., 2010; RAJPUT
et al., 2018).

A literatura tem mostrado mdultiplas atividades bioldgicas do carvacrol, tais
como, antimicrobiana, antifungica (LIU et al., 2017; GONELIMALI et al., 2018), anti-
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proliferativa (ARUNASREE, 2010; BARANAUSKAITE et al., 2017), anti-inflamatoria
(LIU et al.,, 2019), antioxidante, agindo sobre os radicais livres, produzindo
estabilidade eletrénica (BELLES et al., 2019), e ac¢bes anti-hipertensivas ( AYDIN
et al., 2007; DANTAS et al., 2015).

4.3.1 Uso do carvacrol no tratamento da HAS

Estudos demostram acdes dos monoterpenos em diferentes atividades
farmacoldgicas, evidenciando alguns mecanismos de acdo sobre o sistema
cardiovascular e efeito hipotensor do carvacrol. Assim, Aydim et al. (2007)
apresentaram em seu estudo que administracao intraperitoneal do carvacrol em
animais induzidos pelo tratamento com L-NAME causou imediata acao hipotensora,
contudo o experimento foi realizado em animais anestesiados. Logo apds, Dantas
et al. (2015) observou em seu estudo reducdo da PA em animais normotensos,
através da administragdo do carvacrol por via intravenosa, demostrando o principal
mecanismo de acao os receptores de célcio transientes voltagem-dependentes.

Assim, o carvacrol é caracterizado como um agonista-antagonista de canais
de potencial receptor transitério (TRP) e canais de calcio dependentes de voltagem.
Agindo principalmente no bloqueio dos canais de célcio voltagem-dependente,
diminuindo o influxo de célcio na célula reduzindo assim a tensdo vascular,
apresentando acdes vasorrelaxantes que estdo relacionadas ao controle da PA
(DANTAS et al., 2015).

Recentemente, Costa et al. (2021) apresentaram em seu estudo que 0 uso
do carvacrol por via oral (20 mg/kg/dia) associado ao treinamento fisico aerdbio
pode controlar a hipertensdo sustentada em ratos SHR, sugerindo efeito anti-
hipertensivo comparado ao farmaco anlodipino. Ainda, Dias et al. (2022) mostraram
em seu estudo que admistracdo oral do carvacrol (20 mg/kg/dia) apresentou efeito
anti-hipertensivo, associado a menor resisténcia vascular periférica e aumento na
expressao dos receptores MAS em tecido renal. Contudo, ainda ndo encontramos
estudos na literatura com a proposta em avaliar o carvacrol de maneira isolada ou
associada a outras terapias anti-hipertensivas sobre atividade da ECA e da Ang (1-

7) na regulacéo da PA.
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4.4 Adaptacdes ao exercicio fisico aerobio

4.4.1 Adaptacdes aguda do exercicio fisico aer6bio sobre pressao arterial

O exercicio fisico caracteriza-se por uma situacao de estresse que retira o
organismo de sua homeostase, uma vez que, esse estimulo gera um aumento
instantdneo do gasto energético, exigindo do organismo como um todo adaptacdes
agudas que possam ajudar a suprir a necessidade metabdlica estabelecida.
Durante o exercicio fisico, é esperado aumento da frequéncia cardiaca, do débito
cardiaco, da ventilagdo pulmonar e da temperatura interna do corpo (BRUM et al.,
2004; CARDOSO et al., 2010). Esses ajustes sao classificados como adaptacées
agudas ao exercicio fisico.

Assim, as adaptacdes agudas ao exercicio fisico aerdbio ressaltam o
aumento no aporte de oxigénio e nutrientes para o musculo esquelético, bem como
reducdes nas concentragdes de CO2 na circulacdo e na temperatura corporal. No
entanto, essas respostas fisioldgicas durante o exercicio fisico sdo dependentes da
intensidade, duracdo, volume, e a da massa muscular exercitada, sendo maior
guanto maiores forem esses fatores (FORJAZ; TINUCCI, 2000; CARPIO-RIVERA
et al., 2016).

Durante os exercicios fisicos ocorrem varios ajustes, dentre eles, temos o
envolvimento do sistema nervoso autbnomo (SNA), através da modulacdo
simpatica que € desencadeado pela ativagio do comando central,
mecanorreceptores musculares e, dependendo da intensidade do exercicio,
metaborreceptores musculares (CIOLAC et al., 2008; CARPIO-RIVERA et al.,
2016). Assim, a modulacdo simpatica age nos vasos, permitindo redistribuicdo do
fluxo sanguineo para areas metabdlicas mais ativas (LIMA et al., 2011; SANTOS;
COSTA, 2020).

Diante disso, durante o0s exercicios fisicos observa-se aumento da
frequéncia cardiaca, pressdo arterial sistolica e manutencdo ou reducdo da
diastolica (CARPIO-RIVERA et al., 2016). Além das adaptacdes sobre o sistema
cardiovascular, os beneficios do exercicio aerébio se estendem desde as
adaptacdes morfologicas, até as adaptacdes fisiologicas, que envolvem
principalmente a manutencdo da homeostase hemodinamica (MCARDLE et al.,
2015).
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Nesse sentido, além das adaptacgfes fisioldégicas durante a execucdo dos
exercicios fisicos aerébios, ocorrem modificacdes pods-exercicio. Essas alteracdes
podem ser denominadas agudos imediatos (quando acontece em associacao direta
com a sessdo de exercicios), agudos tardios (ocorrem ao longo das primeiras 24
ou 48 horas ap6s uma sesséo de exercicio) e crénicos (resultam da pratica regular
do exercicio fisico) (CIOLAC et al., 2008). As alteracbes pds-exercicio
caracterizam-se pela reducdo da pressdo arterial durante o periodo de
recuperacédo, fazendo com que os valores pressoéricos observados pds-exercicios
permanecam inferiores aqueles medidos antes do exercicio ou mesmo aqueles
medidos em um dia controle, sem a execucdo de exercicios (CARDOSO et al.,
2010; CARPIO-RIVERA et al., 2016).

Alguns estudos demonstram que a magnitude desses efeitos sobre a PA
pode variar de acordo com a populacdo, sendo mais significativa em individuos
hipertensos (NEGRAO, 2001; WALLACE et al., 2003; CASONATTO, 2009).
Contudo, alguns autores sugerem que a duracdo do exercicio € um fator
determinante para obter um efeito hipotensor prolongado, sendo observado nas
praticas agudas mais prolongadas e em intensidades baixa ou moderada (FORJAZ
et al., 1998; NEGRAO, 2001). Diante do exposto, observa-se que mesmo
agudamente, o exercicio fisico tem um papel hipotensor de relevancia clinica,
principalmente para individuos hipertensos, o que sugere que o exercicio fisico

aerobio deve ser indicado no tratamento ndo-farmacolégico da HAS.

4.4.2 Adaptacdes cronica do exercicio fisico aer6bio sobre presséo arterial

A realizacdo de varias sessdes de exercicio fisico aerébio, produz
adaptacdes cronicas que podem ser denominadas de respostas ao treinamento
fisico. Assim, a pratica regular de exercicios fisicos resulta em importantes
adaptacdes autondmicas e hemodindmicas que influenciam, o sistema
cardiovascular, atuando diretamente na prevencdo e no tratamento de diversas
patologias, entre elas a HAS (PONTES JUNIOR et al., 2010; KRIEGER, 2013).

Assim, ja é consenso na literatura que o exercicio fisico aerébio é capaz
de melhorar a incidéncia da HAS, além de apresentar reducfes de 27 a 50% no
risco de mortalidade por doencas cardiovasculares (BARROSO et al., 2021). Nessa

perspectiva, o treinamento fisico aerdbio possui efeito na reducdo da PAS/PAD de
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consultério em -12,3/-6,1 mmHg e ambulatorial -8,8/-4,9 mmHg. Esses beneficios
se justificam, a partir da pratica regular de exercicios, assim, as recomendacdes
sao que todos os adultos devem praticar pelo menos 150 min/semana de atividades
fisicas moderadas ou 75 min/semana de vigorosas. Os exercicios aerébicos
(caminhada, corrida, ciclismo ou natag&o) podem ser praticados por 30 minutos em
5 a 7 dias por semana (CARVALHO et al., 2015; CAO et al., 2019; BARROSO et
al., 2021).

Cronicamente ocorre adaptacdes fisiolégicas, que proporciona reducdes da
hiperatividade simpatica, aumentando atividade parassimpatica, levando a um
melhor controle das varidveis hemodinamicas, como reducdo da frequéncia
cardiaca de repouso, reducao da resisténcia vascular periférica, 0 que resulta em
melhor controle sobre a flutuacao da presséo arterial, ajudando a diminuir o risco
de doencas cardiovasculares (PONTES JUNIOR et al., 2010; KRIEGER, 2013).

As adaptacbes, poés-exercicio fisico aerodbio, estdo relacionadas com a
combinacéo da reducao da atividade simpatica cardiaca e vascular, aumentando o
fluxo sanguineo, reduzindo espécies reativas de oxigénio, aumentando assim
atividade de oxido nitrico no endotélio vascular, assim como, aumento da atividade
parassimpatica, refletindo na reducédo da resisténcia vascular periférica (LARSEN;
MATCHKOV, 2016). Esses ajustes fazem do treinamento fisico aerdbio uma
ferramenta néo farmacolégica, que pode ser usada tanto na prevencao quanto no
tratamento da HAS.

Nesse sentido, a literatura apresenta diversos mecanismos de controle
sobre a PA, dentre eles temos a modulacdo na atividade do SRAA. Atuando na
reducéo da atividade da ECA e nos niveis de Ang Il (NEGRAO; MIDDLEKAUFF,
2008; KAR et al., 2010), assim como, aumento na expressao de Ang (1-7), que tem
papel de vasodilatacdo (FILHO et al., 2008; MAGALHAES et al., 2020). Os
bloqueadores do SRAA estao entre 0s mais eficazes na regulagao e tratamento da
pressao arterial.

Dessa forma, estudos mostram que a combinacdo do exercicio fisico
aerobio com medicamentos anti-hipertensivos como captopril e losartana mostram
efeitos anti-hipertensivos e cardioprotetores (CASTRO et al., 2021). Ainda, Costa
et al. (2021) mostraram em seu estudo que o exercicio fisico aerébio em

combinacdo com o0 monoterpeno carvacrol, sugeriu efeito anti-hipertensivo e
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cardioprotetores, contudo, nesse estudo se utilizou como droga anti-hipertensiva
padrdao o amlodipino. Dessa maneira, ambos os tratamentos medicamentoso ou
nao-medicamentoso sdo eficazes e sua combinagcdo potencializa ainda mais a
regulacdo da PA, porém ha uma necessidade de mais estudos, sobre as vias de
controle da HAS.
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5 MATERIAIS E METODO
5.1 Animais

Para realizagao de todos os estudos propostos foram utilizados animais SHR
e normotensos da linhagem Wistar, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Maranh&o, Brasil, machos, com peso de 200 a 250g.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas contendo, no maximo
quatro animais em cada uma, em ambiente com temperatura controlada de 22° -
24°C, sob ciclo claro/escuro de 12 horas, tiveram livre acesso a agua e racao.
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as Diretrizes para o
Cuidado e Uso de Animais de Laboratoério, publicado pelo National Institutes of
Health (NIH Publication No. 85-23, revisto 1996). Este trabalho encontra-se
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa Animal/UFMA, de acordo com as
Diretrizes para Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio, sob o protocolo de n°
23115.004102/2019-21.

5.2 Delineamento experimental

Os animais Wistar (n = 6) e SHR (n =30), antes de iniciar o experimento
foram adaptados e monitorados por um periodo de 15 dias. Assim, foram
submetidos a adaptacdo por Gavagem (administracdo oral), contensor para
afericdo da PA caudal (15 dias) e esteira (07 dias). Logo apés, foram subdivididos
em 6 grupos, cada um com 6 animais:

G1- Wistar- controle normotenso tratado com sorbitol (Wistar);

G2- SHR- controle hipertenso tratado com sorbitol (SHR-Veiculo);

G3- SHR- tratado com losartana ( Los-50mg);

G4- SHR- tratado com Carvacrol (Carv-20mg);

G5-SHR- treinado com exercicio aerdbio 60 minutos (Exer-Veiculo);

G6-SHR- tratado com Carvacrol (20mg/kg) + 60 minutos de exercicio aerébio
(ExerCarv).

O carvacrol foi obtido da Sigma, com massa molecular de 150,217 g/mol e
densidade de 0,98 g/ml. O carvacrol foi ressuspenso em solu¢ao de sorbitol com
as devidas doses do protocolo experimental. Para eutanasia, os animais foram

anestesiados com cetamina (50 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). As carcagas foram
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acondicionadas em freezer devidamente identificadas e encaminhada ao Biotério

Central da UFMA, de acordo com normas estabelecidas.

Desenho Experimental

Gavagem, Carvacrol (20 mg/Kg/dia),
| Contensor, esteira | Losartana (50 mg/Kg/dia) e
| L mensuragéo da PA. | | Coletadesangue
Familiarizacdo Y Y
Tratamento-Quatro semanas JJJ Eutanasia e experimentos -
| \
[ Treinamento fisico | [ Analises bioquimicae |
aerobio (60 min/dia; dosagens de ECAe
6x /semana Ang 1-7

Figura 3: Desenho Experimental

5.3 Avaliagéo do consumo de racéo e evolucédo ponderal
Durante o procedimento experimental, o consumo de ragdo e evolugao
ponderal dos animais foram avaliados trés vezes por semana, utilizando balanca

analitica, sendo essa verificacdo posterior a mensuracdo dos parametros

hemodinamicos e anterior a gavagem.

5.4 Protocolo de Treinamento Aerdbio

Antes de iniciar o protocolo de treinamento, os animais foram familiarizados
em esteira ergométrica (IMBRAMED), sem uso de choque elétrico, por sete dias
(30 minutos/dia a 8 m/min). E no décimo dia, os animais realizaram um teste de
esforco maximo em esteira ergométrica, comecando a 5m/min, com zero grau de
inclinagdo com incrementos de 3 m/min a cada 3 minutos até a fadiga de cada
animal. A fadiga foi definida e o teste interrompido quando os animais nao
mantiveram a corrida de acordo com a velocidade da esteira (ROQUE et al., 2013;
QIU et al., 2018; RODRIGUES et al., 2018). Apenas os animais dos grupos Exer e
ExerCarv realizaram o programa de treinamento fisico aerobio, que consistiu em
quatro semanas (6x/semana), com intensidade moderada (55 a 70% da velocidade
méaxima obtida no teste de esforco maximo), com duragdo de cinco minutos de

aquecimento a 8m/min antes de cada sessédo de treino e 55 minutos de treino,
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utilizando uma adaptacéo do programa de treinamento aerdbio continuo descrito
por Jakovljevic et al. (2019). A intensidade do treinamento era ajustada a cada
semana sendo 10m/min na primeira semana, 12 m/min na segunda, 13 m/min na

terceira e 15 m/min na quarta semana.

5.5 Avaliacdo da presséo arterial e frequéncia cardiaca

A Presséo Arterial Média (PAM), Pressao Arterial Sistolica (PAS), Presséao
Arterial Diastolica (PAD) e Frequéncia Cardiaca (FC) foram registradas pelo
método indireto pletismografia de pulso de cauda. De acordo com este protocolo,
um manguito de oclusdo de tamanho apropriado foi colocado ao redor da cauda
dos animais e conectado a um pletismégrafo (LE 5001 Pressure Meter, Panlab,
Cornella, Spain). Uma média de trés medidas foi obtida para cada animal. Para a
medicao da pressao arterial, os animais foram aquecidos a 42 ° C por 3 min em
uma gaiola de confinamento. Os animais foram submetidos a um periodo de
adaptacdo por 15 dias antes dos experimentos e apenas SHR com PAS> 170
mmHg foram selecionados para este estudo. A afericdo da pressao arterial foi

realizada durante 4 semanas.

5.6 Avaliacdo de parametros bioquimicos séricos

As amostras sanguineas utilizadas para as andlises bioquimicas foram
coletadas a partir de um jejum de 12 horas. A glicemia foi obtida a partir de um corte
na ponta da cauda do animal momentos antes da anestesia, a qual foi analisada
através de fitas reagentes e um monitor digital de glicose (On Call® Plus). Apés
anestesiados, 0 sangue para as demais analises, foi coletado da artéria abdominal
em tubos sem anticoagulantes e posteriormente centrifugados a 3500 rpm por 10
minutos para separar o soro. As concentracdes dos marcadores bioquimicos como
Aspartato aminotransferase (AST), Alanina aminotransferase (ALT), ureia,
creatinina, Colesterol Total (CT), Triglicerideos (TG), Lipoproteina de alta
densidade (HDL), Lipoproteina de baixa densidade (LDL), Lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL) foram analisadas utilizando kits Labtest® (Labtest
Diagnostica S.A., Brasil), através de analise em aparelho semiautomatico Bioplus
(BIO-200®).
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5.6.1 Concentracfes séricas de Ang (1-7) e ECA

A Ang (1-7) e ECA foram medidas com os kits de ensaio de imunoabsorcéo
enzimatica (ELISA) em ratos (Nanjing Jiancheng Bioengineering Institute) de
acordo com as instrugdes do fabricante.

5.7 Andlise estatistica

Inicialmente foi realizado teste de normalidade Shapiro-Wilk, os resultados
foram apresentados através de média e desvio padrdo das médias. Para a andlise
dos momentos de tratamento, foram utilizados os testes one-way e two way ANOVA
com o post-hoc de Tukey, considerando estatisticamente significante o intervalo de
confianca de 95% e o p< 0,05. Os dados foram analisados utilizando o software
SigmaPlot 14.0.
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6 RESULTADOS

6.1 Carvacrol combinado ao treinamento aerébio sobre consumo de ragéo
e evolucéo ponderal

A Figura 4 mostra o consumo de racao e a evolucdo ponderal ao longo das
quatro semanas de tratamento, além da comparacédo com os grupos SHR-Veiculo
e Wistar controle. Quanto ao consumo de racéo, verificou-se que todos os animais
apresentaram padrdo no consumo de racdo ao longo das 4 semanas.

A evolucao ponderal também teve um padrdo semelhante entre os grupos
SHR-Veiculo (303,7 £ 9,5 g), Los-50mg (291,1 + 9,0 g), Carv-20mg (302,3 + 10,4
g), Exer-Veiculo (302,5 + 11,5 g) e ExerCarv (297,0 = 12,3 g), onde os animais
apresentaram aumento de peso até a quarta semana de intervencéo, diferindo
apenas do grupo Wistar (353,3 = 21,8 g). Em conjunto, esses resultados mostram
gue o carvacrol semelhante a droga padrao losartana nao interferiu no consumo de
racdo e evolucdo ponderal, além disso os grupos Exer-Veiculo e ExerCarv tiveram

0 mesmo padrao.
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Média + DP; A, valores do consumo de racao; B, valores da evolu¢do ponderal; Wistar, grupo
controle normotenso; SHR-Veiculo, grupo controle de hipertensdo; Los-50mg, grupo controle
positivo tratado com Losartana; Carv-20mg, grupo tratado com Carvacrol; Exer-Veiculo, grupo
tratado com exercicios; ExerCarv, grupo tratado com Exercicio + Carvacrol; 0- repouso; 1-semana
1; 2-semana 2; 3-semana 3; 4-semana 4; ¢, comparagcdo com o grupo Wistar; Two-way ANOVA, p
<0,05.

Figura 4. Efeito do tratamento oral com carvacrol combinado com treinamento
fisico aerdbio sobre consumo de racao e evolucao ponderal.

6.2 Carvacrol combinado ao treinamento aer6bio sobre o desempenho
fisico

A Figura 5 apresenta o efeito do tratamento oral do carvacrol com
combinacdo com treinamento fisico aerobio no desempenho fisico (distancia
percorrida em metros) entre momento basal e pos-treinamento entre 0s grupos

avaliados. Observou-se que o programa de treinamento fisico melhorou a
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capacidade de corrida, para os animais dos grupos Exer-Veiculo e ExerCarv. Por

outro lado, ndo houve mudanca no desempenho fisico para os demais grupos

analisados.
DESEMPENHO FiSICO
800
g a -@- WISTAR
= I -®- SHR-Veiculo
- 600
s -®- LOS-50mg
§ ,,,,,,,,, -®- CARV-20mg
& 400 i::::,l::.’f::::::::::: """"""""" i --A-- EXER-Veiculo
.g -V-- ExerCarv
£ 200-
o
(A
0 T I
Pré Pos

Média £ DP; Wistar, grupo controle normotenso; SHR-Veiculo, grupo controle hipertensao; Los-
50mg, grupo controle positivo tratado com Losartana; Carv-20mg, grupo tratado com Carvacrol,
Exer-Veiculo, grupo tratado com exercicio; ExerCarv, grupo tratado com Exercicio + Carvacrol; a,
comparacao entre momento basal e pds treinamento; two-way ANOVA, p < 0,05.

Figura 5: Efeito do treinamento fisico aerébio sobre o desempenho fisico de
animais espontaneamente hipertensos.

6.3 Carvacrol combinado a treinamento aerdbio sobre a frequéncia
cardiaca

A Figura 6 apresenta os resultados da FC. Observou-se que o tratamento
oral de carvacrol combinado com treinamento fisico aerébio durante quatro
semanas, nado apresentou diferenca significativa para FC entre 0s grupos
estudados.
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Média £ DP; Wistar, grupo controle normotenso; SHR-Veiculo, grupo controle hipertensao; Los-
50mg, grupo controle positivo tratado com Losartana; Carv-20mg, grupo tratado com Carvacrol;
Exer-Veiculo, grupo tratado com exercicios; ExerCarv, grupo tratado Exercicio + Carvacrol; two-
way; 0- repouso; 1-semana 1; 2-semana 2; 3-semana 3; 4-semana 4; two-way ANOVA, p < 0,05.

Figura 6: Efeito do tratamento oral com carvacrol combinado ao treinamento
aerébio sobre a frequéncia cardiaca de ratos SHR.

6.4 Efeito do tratamento oral com carvacrol combinado com treinamento
fisico aerébio sobre a pressdo arterial de ratos espontaneamente
hipertensos

A Figura 7 apresenta o comportamento da PAS, PAD e PAM em animais
tratados com carvacrol 20 mg/Kg/dia combinado com treinamento fisico aerdbio, ao
longo de quatro semanas.

Na PAS, os animais normotensos (Wistar) apresentaram média de (139,3 +
7,9 mmHg). Para o grupo ExerCarv (164,8 £ 8,5 mmHg), observou-se efeito anti-
hipertensivo a partir da primeira semana de tratamento quando comparado ao
grupo SHR-Veiculo (201,3 £ 6,7 mmHg), onde esse efeito permanece até o 30° dia
de tratamento. Além do mais, foi possivel observar que o grupo ExerCarv
apresentou magnitude de reducdo da PAS com valores pressoricos semelhantes
ao grupo Los-50 mg (145,8 + 8,5).

Para a PAD verificou-se valores para o grupo wistar (107,5 + 16,3 mmHg),
com reducdes significativas para os grupos Exer-Veiculo (116 = 14,6 mmHg) e
ExerCarv (110,2 + 13,3 mmHQ) a partir da 12 semana de tratamento e, ainda, para

0s grupos Carv-20mg (113,7 £ 25,3 mmHg) e Los-50mg (116,0 £ 7,4 mmHgQ) a partir
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da segunda semana, apresentando efeito anti-hipertensivo acentuado no decorrer
das quatro semanas em comparacao ao grupo SHR-Veiculo (157,2 + 2,0 mmHQ).

Na PAM, os animais normotensos (Wistar) apresentaram valores
pressoricos de 121,7 + 14,2 mmHg. Em relacao ao efeito anti-hipertensivo, o grupo
Los-50mg (99,3 £ 9,0 mmHg), Exer-Veiculo (108,5 + 9,3 mmHg) e ExerCarv (105,5
+ 2,3 mmHg) destacaram valores pressoricos 6timos, evidenciando reducéao na PA
a partir da primeira semana de intervencéo, enquanto o grupo Carv-20mg (123,2 +
14,2 mmHg), apresentou reducdo a partir da segunda semana, quando
comparados ao grupo SHR-Veiculo (176,5 = 5,5 mmHg) no decorrer das quatros
semanas de tratamento.

De forma geral, os resultados obtidos para os parametros hemodinamicos,
evidenciam que o grupo ExerCarv apresentou diferenga significativa nos valores
pressoricos deste a primeira semana de intervencdo para a PAS, PAD e PAM,
enguanto o grupo Carv-20mg de forma individualizada, promoveu reducado para a
PAD e PAM a partir da segunda semana, indicando que o tratamento combinado
(ExerCarv) é mais eficaz para o controle da hipertensédo, atingindo valores 6timos
de PA, comparaveis aos valores ja esperados e obtidos pelos animais normotensos

e pelos tratados com a droga anti-hipertensiva losartana.
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Média + DP; A, valores da presséo arterial sistélica; B, valores da pressao arterial diastdlica; C,
valores da pressao arterial média, Wistar, grupo controle normotenso; SHR-Veiculo, grupo controle
hipertenséo; Los-50mg, grupo controle positivo tratado com Losartana; Carv-20mg, grupo tratado
com Carvacrol; Exer-Veiculo, grupo tratado com exercicios; ExerCarv, grupo tratado Exercicio +
Carvacrol; 0- repouso; 1-semana 1; 2-semana 2; 3-semana 3; 4-semana 4; a, comparacao tempo
com repouso; b, comparacdo com o grupo SHR controle; ¢, compara¢cdo com o grupo wistar; two-

way ANOVA < 0,05.
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Figura 7: Efeito do tratamento oral com carvacrol combinado com treinamento
aerdbio sobre a presséo arterial de ratos SHR.

6.5 Carvacrol combinado a exercicio aer6bio sobre parametros
bioquimicos

Na Tabela 2 é possivel observar os valores relacionados aos parametros
bioquimicos expressos em média + desvio padrao para Glicose, TG, CT, HDL, LDL,
VLDL, TG/HDL, CT/HDL, Ureia, Creatinina, ALT e AST.

A realizacdo do tratamento por quatro semanas ocasionou redugcdes nos
niveis de TG para os grupos Carv-20mg, Exer-Veiculo, ExerCarv. Em continuidade,
0s grupos Exer-Veiculo e ExerCarv apresentaram reducdes para os niveis VLDL,
TG/HDL, CT/HDL em comparacéo aos demais grupos e somente o grupo ExerCarv
apresentou diferenca significativa para os parametros CT com decréscimos
proeminentes.

Em relacdo aos parametros renais e hepaticos, observou-se reducao para
0s niveis séricos de Ureia e AST, mostrando melhoras na fungéo renal e hepatica
nos grupos Los-50mg, Carv-20mg, Exer-Veiculo e ExerCarv, evidenciando
melhoras significativas para esses pardmetros nos grupos Exer-Veiculo e
ExerCarv. Nao observamos diferenca significativa para os niveis de ALT nos grupos

avaliados.



39

Tabela 2: Efeito do tratamento carvacrol combinado ao treinamento fisico aerébio
sobre parametros bioquimicos séricos em animais SHR.

Wistar SHR- Exer-
Veiculo Los-50mg  Carv20mg Veiculo ExerCarv
Glicose 82,8+8,1 77,548 79,3+5,5 74,8+3,9 76,749 74,217
TG 66,4+14,7 76,0+14,2 62,5t12,9  56,8+15,22  40,2+2,82bc  39,5+6,92bC

CT (mg/dl)  62,7+19,0 53,7+4,5 54,0 +2,9 54,0+2,9 49,2+4.0 48,7+2,52

HDL

25,045,3 20,7+2,4 21,246,2 22,7457 27,043,2 26,0+4,1
(mg/dl)

LDL (mg/dl) 38,3+17,3 29,2+10,0 22,041 22,041 21,0+2,66" 22,5+3,4

VLDL 13,62,7 158429  14,5¢45 12,0431  8,240,6%bc  80%1,3%b¢
(mg/di)
TG/HDL 27:03 3806 2206 22$06  15:03% 162022
(mg/dl)
CT/HDL 25:0,8 2,602 2,202 2,2+0,2 1,8£0,32  1,9:0,3%
(mg/dI)
Ureia

58,5¢145 59,1#9,6  47,9+80 47,672 479456 48,4188
(mg/ml)
Ccreatiind 810,05  05:0,05° 05:005  05:0,1°  05:0058° 04401
(mg/ml)

ALT (UL/T) 60,7+6,4 67,6+8,2 75,0+£19,4 62,2+7,5 62,0+3,2 63,9+7,8

AST (UL/l)  127,5+6,5 174,6%4,6° 162,2+4,02> 163,0+2,52b 160,242,520 161,414

Média + DP; Wistar, grupo controle normotenso; SHR-Veiculo, grupo controle de hipertensao; Los-
50mg, grupo controle positivo tratado com Losartana; Carv-20mg, grupo Carvacrol; Exer-Veiculo,
grupo de exercicios; ExerCarv, grupo Exercicio + Carvacrol; a, compara¢gdo com o grupo SHR
controle; b, comparagcdo com o grupo wistar; ¢, comparacdo com 0 grupo Losartana; One Way
ANOVA, p < 0,05.

6.6 Carvacrol combinado ao treinamento aerobio sobre a ECA | e Ang (1-7)

A Figura 8 mostra o efeito do tratamento carvacrol por via oral combinado ao
treinamento aerébio na atividade da ECA I. O grupo SHR-Veiculo apresentou
aumento dos niveis plasmaticos da enzima (23,8 = 6,7 ng/mL). O tratamento com
Losartana 50 mg/Kg/dia (17,7 = 4,7 ng/mL), assim como, 0 grupo treinado somente

com Exer-veiculo (15,1 + 5,7 ng/mL), apresentou atividade da ECA | inferior aos
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animais SHR que receberam apenas o veiculo, porém sem diferenca estatistica.
Em continuidade, o tratamento isolado com carvacrol 20 mg/Kg/dia (9,0 = 3,1
ng/mL) e o ExerCarv 20 mg/Kg/dia (10,0 £ 5,8 ng/mL), mostraram menor atividade
da ECA |, com valores semelhantes aos animais Wistar.

Os dados sugerem que o efeito anti-hipertensivo do carvacrol isolado, assim
como sua combinacdo com exercicio fisico aerobio possa envolver a inibicao da

ECA |, modulando assim o sistema renina-angiotensina-aldosterona.

ECA | (ng/mL)
N w Iy
o o o
] [ | ]

=
o
1

o
1

Média + DP; Wistar, grupo controle normotenso; SHR-Veiculo, grupo controle
hipertensdo; Los-50mg, grupo controle positivo tratado com Losartana; Carv-
20mg, grupo Carvacrol; Exer-Veiculo, grupo de exercicios; ExerCarv, grupo
Exercicio + Carvacrol; a, comparacao com o grupo SHR controle; b, comparacao
com o grupo wistar; One Way ANOVA, p < 0,05.

Figura 8: Efeito do tratamento oral do carvacrol combinado ao treinamento aerobio
sobre os niveis séricos de ECA I.

A Figura 9, mostra efeito do tratamento oral com carvacrol 20 mg/Kg/dia
em combinacdo com o treinamento fisico aerobio durante 4 semanas sobre
atividade da Ang (1-7), onde observa-se diferenca significativa entre o grupo SHR-
Veiculo e Wistar (p<0,006). Por outro lado, os demais grupos Los-50mg (0,158 +
0,019 ng/ml), Carv-20mg (0,156 + 0,014 ng/ml), Exer-Veiculo (0,152 + 0,009 ng/ml)
e ExerCarv (0,159 + 0,011 ng/ml), apresentaram niveis séricos semelhantes entre

si, porém sem diferenca estatistica ao grupo SHR-veiculo.
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Média + DP; Wistar, grupo controle normotenso; SHR-Veiculo, grupo
controle hipertensdo; Los-50mg, grupo controle positivo tratado com
Losartana; Carv-20mg, grupo Carvacrol; Exer-Veiculo, grupo de
exercicios; ExerCarv, grupo Exercicio + Carvacrol; b, comparagdo com o
grupo wistar; One Way ANOVA, p < 0,05.

Figura 9: Efeito do tratamento oral do carvacrol combinado ao treinamento aerébio
sobre os niveis séricos de Ang 1-7.
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7 DISCUSSAO

Este estudo é pioneiro em avaliar o efeito anti-hipertensivo do carvacrol
combinado com treinamento fisico aerébio sobre a modulacdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona na hipertensao arterial sisttmica em animais SHR,
durante quatro semanas de tratamento. Os resultados evidenciam que o tratamento
com carvacrol 20mg/kg/dia combinado ao treinamento fisico aerobio foi capaz de
reduzir a PAS, PAD e PAM com valores semelhantes aos animais normotensos,
além de promover melhoras significativas sobre os marcadores renais, hepaticos e
lipidico, bem como inibicdo significativa na ECA |, sem interferir no consumo de
racao e evolucao ponderal dos animais. A Ang 1-7 ndo apresentou aumento, porém
nao diferiu estatisticamente dos animais Wistar.

Com relacdo ao desempenho fisico, observamos que somente 0S grupos
Exer-Veiculo e ExerCarv, mantiveram um desempenho maior comparado com 0s
outros grupos, isso ja era de se esperar pois mostra que o treinamento fisico
aerdbio de quatro semanas foi eficaz e capaz de aumentar o desempenho fisico
aumentando a distancia percorrida em metros. Assim, em relacdo a resposta
hemodindmica ao treinamento aerdébio, o protocolo adotado foi eficaz na
normalizacdo da PA de animais hipertensos.

Semelhante aos nossos resultados, a literatura nos mostra que o exercicio
fisico aerdbio é eficaz no controle e tratamento da hipertensao arterial sistémica,
controlando padrbes hemodinamicos (HAS), e demostrando que esse controle
pode ocorrer através da atividade do SRAA (ALMEIDA et al., 2020; MAGALHAES
et al., 2020; JAKOVLJEVIC et al., 2019; FERNANDES et al., 2012; KAR et al.,
2010). Dessa forma, Azadpour et al. (2017), mostraram em seu estudo que o
exercicio fisico aerébio pode atuar na reducéo da atividade da ECA | e dos niveis
de Ang I, levando assim a reducéo da PA.

Em relacdo aos efeitos anti-hipertensivos desempenhados pelo carvacrol,
estudos tém demonstrado que os monoterpenos promovem efeito cardiovasculares
por meio da combinacdo da atividade vasodilatadora, anti-inflamatéria e
antioxidante (Santos et al., 2011; El-Sayed et al., 2016). Dessa forma, estudos
farmacoldgicos anteriores desenvolvidos por Aydym et al. (2007) e Dantas et al.
(2015) observaram atividade hipotensora e anti-hipertensiva do carvacrol no
modelo de hipertensédo induzida por L-NAME, no entanto, nesses estudos, 0
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carvacrol foi administrado por via intravenosa e intraperitoneal, cujo mecanismo de
acao proposto foi a inibicdo de canais de calcio.

Mais recentemente, Costa et al. (2021), corroborando com nossos achados,
observou que o uso do carvacrol 20 mg/kg/dia por via oral associado ao treinamento
aerdbico foi capaz de reduzir a pressdo arterial e parametros cardiovasculares,
sugerindo efeito anti-hipertensivo comparavel a amlodipina, possivelmente por
acao inibidora de influxo de calcio pela membrana celular.

Semelhantemente aos nossos resultados, Dias et al. (2022) apontam em seu
estudo que 30 dias de tratamento com o carvacrol 20 mg/kg por via oral, foi capaz
de induzir efeito anti-hipertensivo associado a menor RVP, onde o carvacrol
apresentou reducdo da PA a niveis comparaveis aos da droga anti-hipertensiva
padrao (Losartana 50mg/Kg), e aumento na expressao dos receptores MAS no
tecido renal. Esses achados colaboram com nosso estudo, onde observamos que
quatro semanas de treinamento aerobio combinado com administracdo oral do
carvacrol foi possivel reduzir a PA, apresentando valores semelhantes a droga
padréo anti-hipertensiva Losartana 50mg/Kg/dia.

Outro efeito importante observado em nosso estudo, foi a capacidade do
carvacrol isolado e combinado ao treinamento fisico aerébio em reduzir a atividade
da ECA I, atingindo niveis semelhantes aos dos animais Wistar, sem influéncia do
aumento da Ang 1-7. Assim, estudos anteriores Hamming et al. (2008) e Ferrario
et al. (2005) indicam que inibidores da ECA | podem sugerir efeitos benéficos na
reducado da atividade da ECA | reduzindo a PA, sem influéncia do eixo ECA 2/Ang
1-7.

Corroborando esses resultados, Alcaide-Hidalgo et al. (2020), evidenciaram
em seu trabalho que a utilizacdo de peptideos do extrato de azeite extravirgem
apresentou atividade inibitéria da ECA | e efeito anti-hipertensivo in vivo. WU, Jing-
Shan et al. (2020), estudaram o efeito anti-hipertensivo de peptideos presentes no
extrato de Astragalus Membranaceus em SHR, onde evidenciou que a presenca
desses peptideos no extrato apresentou efeito inibidor da ECA | e reduziu a pressao
arterial. A partir dessas andlises, infere-se que o carvacrol é capaz de inibir a
expressdo da ECA |, demonstrando efeito anti-hipertensivo e interagdo com o
SRAA.
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Entendemos que tanto o exercicio fisico aerébio como sua combinag¢éo com
o carvacrol é eficaz na reducdo da HAS. Esses achados colaboram com estudos
gque combinam exercicio fisico com outros medicamentos anti-hipertensivos.
Corroborando assim, Castro et al. (2021) observaram durante oito semanas um
protocolo de treinamento aerdbio combinado com bloqueadores do SRAA, tais
como o captopril e losartana, indicando para uma melhor reducéo e normalizacao
da PA.

Em relacdo aos parametros bioguimicos, foi observado que a administracao
do carvacrol 20 mg/kg/dia combinado com treinamento fisico aerdébio durante
guatro semanas, foi capaz de reduzir os niveis séricos de TG, VLDL, CT, TG/HDL,
CT/HDL, ureia e AST. Indo ao encontro de nossos resultados, Aristatile et al.
(2009), demostraram em seu estudo que o tratamento com carvacrol por 21 dias
reduziu marcadores de lesdo hepética, bilirrubina, AST, ALT e marcadores de
VLDL, LDL, colesterol total e triglicerideos. Kim et al. (2013) também observaram
efeito hepatoprotetora do carvacrol suplementados em camundongos, observando
reducdes nos niveis lipidicos e hepaticos.

Ademais, nossos resultados mostram que quatro semanas de treinamento
fisico aerébio melhora a modulacédo lipidica independentemente do uso de
carvacrol, estando de acordo com estudos ja reportados na literatura que mostram
eficacia na reducao de parametros lipidicos e de sindromes metabdlicas (CONTI et
al., 2015; KAZEMINASAB et al., 2017).

Em conjunto, nossos achados evidenciam que quatro semanas de
treinamento fisico aerdbio combinado com administracdo oral de carvacrol
20mg/kg/dia mostra acao anti-hipertensiva. Podendo observar redugéo da presséo
arterial em ratos hipertensos semelhante a losartana 50 mg/kg (anti-hipertensivo
antagonista dos receptores de angiotensina Il ja empregado na pratica clinica no
tratamento da hipertensdo), com melhoras nos niveis lipidicos e em marcadores da
funcdo hepatica e funcéo renal. Ainda, sugere-se que 0 monoterpeno combinado
com treinamento aerobio, exerca acao anti-hipertensiva por inibicdo da ECA |
modulando assim o SRAA, sem influéncia do braco contrarregulador da Ang (1-7).
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8 CONCLUSAO

Em conclusdo, a administracdo por via oral do carvacrol 20mg/kg/dia
combinado ao treinamento fisico aerdbio por quatro semanas, provocou efeito anti-
hipertensivo sobre a PAS, PAD e PAM, observando valores semelhantes ao
antagonista dos receptores de angiotensina (Losartana 50mg/Kg) empregado no
estudo.

Além disso, o tratamento com carvacrol combinado ao treinamento aerobio
desempenhou atividade inibitoria da ECA |, onde apresentou niveis semelhantes
ao dos animais Wistar, sem influéncia no aumento da Ang 1-7. Desse modo,
sugerindo que o efeito anti-hipertensivo do carvacrol combinado ao treinamento
aerdbio possa envolver a inibicdo da ECA |, modulando assim o sistema renina-
angiotensina-aldosterona.

Por fim, a administracdo do carvacrol assim como sua combinacdo com
treinamento aerobio, proporcionou efeitos benéficos sobre os parametros renais
hepaticos e lipidicos. Mais estudos sdo necessarios para esclarecer melhor esse

mecanismo de acao.

9 LIMITACOES
Este estudo possui algumas limitacdes que afetam nossas discussodes e

conclusdes. Sendo uma delas a néo avaliacdo das dosagens séricas de Ang Il, e
dos receptores ATiR e MAS. Limitando assim, nossas interferéncias sobre os

resultados.

10 PERSPECTIVAS FUTURAS
Investigar o efeito do carvacrol combinado ao treinamento aerdbio, sobre
atividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona atraveés de dosagens séricas

de angiotensina Il.
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